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Abstrakt 
Bakalářská práce se zabývá zapojením polyhydroxyalkanoátů (PHA) do stresové odpovědi 
bakterií, a to konkrétně při působení teplotního stresu. Teoretická část práce se zaměřuje na 
stresovou odpověď bakterií obecně, na mechanismus odpovědi vůči teplotnímu stresu a na 
zapojení PHA do stresové odpovědi. V rámci experimentální práce byla zkoumána souvislost 
mezi množstvím PHA v biomase bakterií a jejich viabilitě po působení teplotního stresu. 
Pro práci byly využity PHA produkující kmeny Cupriavidus necator H16, Burkholderia 
cepacia a Burkholderia sacchari a PHA neprodukující mutantní kmen Cupriavidus necator 
PHB
−
4. Bakterie akumulovaly poly(3-hydroxybutyrát) (PHB), přičemž jeho množství 
v biomase bylo stanovováno pomocí plynové chromatografie s FID. Viabilita živých 
bakteriálních buněk i buněk po expozici teplotním stresům byla stanovována pomocí 
průtokové cytometrie. Ukázalo se, že obsah PHB v biomase napomáhal bakteriím odolávat 
mrazovému šoku. Na základě porovnání viability bakterií C. necator H16 a C. necator PHB−4 
po expozici kombinovaným stresům bylo rovněž pozorováno, že PHB zvyšoval odolnost 
buněk vůči teplotnímu stresu a stresu způsobenému nízkým pH. 
Abstract 
This bachelor thesis deals with the involvement of polyhydroxyalkanoates (PHA) into the 
stress response of bacteria, specifically when they are exposed to temperature-mediated stress. 
The theoretical part focuses on the stress response of bacteria in general, the mechanism of 
response to temperature-mediated stress and PHA involvement into the stress response. The 
aim of experimental work was to study the correlation between the amount of PHA in the 
biomass of the bacteria and their viability after exposure to temperature-mediated stress. PHA 
producing bacterial strains Cupriavidus necator H16, Burkholderia cepacia and Burkholderia 
sacchari and non-producing mutant strain Cupriavidus necator PHB
−
4 were used for 
experimental work. Bacteria accumulated poly(3-hydroxybutyrate) (PHB), the amount of 
PHB in the biomass was determined by gas chromatography with FID. Viability of live 
bacterial cells and cells after exposure to temperature-mediated stress was determined by 
using flow cytometry. It turned out that the content of PHB in biomass assists bacteria to 
resist the freezing shock. By comparing the viability of bacteria C. necator H16 and 
C. necator PHB
−
4 after exposure to multiple stresses it also has been observed that PHB 
increased the resistance of cells against temperature-mediated stress and stress caused by low 
pH. 
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1 ÚVOD 
Bakterie patří mezi nejhojněji rozšířené organismy na Zemi. Jedná se o vysoce variabilní 
mikroorganismy, jež díky své přizpůsobivosti dokázaly osídlit všechny kouty planety. I přes 
to jsou však neustále vystavovány vlivům okolí, v němž se přirozeně vyskytují. Nepříznivé 
vlivy způsobí, že se bakterie dostane do stádia stresu, reakce na něj se může u jednotlivých 
druhů lišit. V principu se vyskytují dvě možnosti, a to buď přesun bakterie pomocí bičíku či 
brv na místo s příznivějšími podmínkami pro život, nebo fenotypovými změnami uvnitř 
organismu, nejčastěji ale odpověď spočívá v kombinaci obou možností. Z hlediska teploty má 
každá bakterie svoje teplotní optimum, přizpůsobení se teplotám pod nebo nad optimem je 
poté pro jednotlivé druhy individuální. 
Polyhydroxyalkanoáty (PHA) jsou přírodními polyestery, které si některé bakterie 
syntetizují jako zásobní látky. Jedná se o biomateriály, které mají vlastnosti podobné 
průmyslově využívaným syntetickým polymerům – plastům. Jejich výhoda spočívá 
v biodegradabilitě a biokompatibilitě, proto mají do budoucna velký potenciál. Z hlediska 
bakterií mají význam při stresové odpovědi. Jelikož se jedná o zásobní látku, může být 
v případě dlouhodobějšího vystavení stresu (popř. hladovění) spotřebováván, čímž zajistí 
buňce, na omezeně dlouhou dobu, přežití. 
Vliv polyhydroxyalkanoátů na schopnost odolávání stresu, a to nejen teplotnímu, byl 
podroben mnoha výzkumům, z nichž vzešly protichůdné závěry. Ne u všech bakterií 
produkujících a akumulujících PHA je tento zdroj uhlíku následně využit za účelem přežití 
buňky. Otázkou také zůstává, jak přítomnost PHA granulí v bakteriální buňce ovlivňuje 
základní fyzikálně-chemické vlastnosti buněk i buněčné cytoplazmy, a jaké mají tyto změny 
dopad na stresovou odolnost bakterií vystavených (nejen) teplotnímu stresu. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Stresová odpověď bakterií 
Pro růst a rozmnožování nejen bakterií je bezpodmínečně nutný zdroj surovin pro stavbu 
buněčné hmoty, zdroj využitelné energie a vhodné prostředí.  Bakterie jsou nezávisle na svém 
přirozeném prostředí neustále vystaveny měnícím se podmínkám, které následně jejich růst 
ovlivňují. Mikroorganismy jsou ale schopny se svému prostředí přizpůsobit, mají vyvinutý 
sofistikovaný systém stresových odpovědí. Stávají se tak odolnějšími vůči nepřízni okolí. 
Odpověď spočívá ve změně zastoupení enzymů v buňce nebo ve změně buňky samotné, a to 
z hlediska složení nebo fyziologie. Obecně se jedná o odpověď na stav nouze, který brání 
buňku před zánikem. I přes výjimečnou schopnost bakterií se přizpůsobovat okolnímu stresu 
dochází po překročení hranice k zastavení životních funkcí, což následně přivodí usmrcení 
buňky [1]. 
Na stresové podmínky odpovídá buňka změnou v genové expresi [2]. Buňka je schopna 
kontroly genové exprese na úrovni transkripce, konkrétně rozhoduje, kdy a jak často je gen 
přepisován a tím syntetizovat jím kódované látky dle aktuální potřeby. Je schopna sestříhat či 
jinak upravovat primární transkript. Regulace je možná i na úrovni translace, a to konkrétně 
výběrem mRNA, aktivací či deaktivací již vzniklých proteinů. Pro prokaryota je typická 
regulace aktivity operonových transkripčních jednotek. Operon je transkripční jednotka, jež je 
řízena promotorem a operátorem, vyskytuje se pouze u prokaryotických organismů, nikoliv u 
eukaryotických. Jedná se o regulační oblast v DNA, na kterou se váže specifický protein, 
represor. Funkce operonu může být regulována enzymovou indukcí, ta je vyvolána 
induktorem nebo represí, která je vyvolána korepresorem [3]. 
Odpověď na stresový faktor spočívá v remodelaci proteinových komplexů a v systému 
přenosu fosforylačně závislého signálu, oba tyto procesy buňce zajistí přizpůsobení se okolí a 
odolání případnému výraznějšímu poškození. V konečném důsledku zmíněné systémy 
ovlivňují transkripční faktory, a to aktivací alternativního sigma faktoru podjednotky RNA 
polymerasy při současné koordinaci genové exprese, například sigma E (E) u bakterie 
Esterichia coli a sigma B (B) a sigma F (F) u bakterie Bacillus subtilis, nebo aktivací DNA 
dvousložkových vazebných regulátorů odpovědi [1]. 
2.1.1 σ – faktory 
Sigma (σ) faktory jsou převládající složky regulace transkripce v bakteriích. Jedná se 
o podjednotky enzymu RNA polymerasy, které hrají mj. roli v odpovědi na stresovou situaci. 
Sigma faktory jsou rodinou transkripčních faktorů, jejichž primárním úkolem je zahájení 
transkripce. Zahájení spočívá v rozpoznání promotoru, specifické sekvence DNA, na níž je 
transkripce zahájena [4]. Každý z několika sigma faktorů v buňce je nezbytný pro transkripci 
dané množiny genů/operonů v rámci jim nadřazeného regulonu. Například sigma faktor B 
u B. subtilis, zahrnující 200 otevřených čtecích rámců (5 % genomu), zajišťuje obecnou 
odolnost buňky vůči stresu, zatímco dalších 17 sigma faktorů této bakterie je regulováno 
méně než 50 otevřenými čtecími rámci. Počet sigma faktorů u jednotlivých bakterií je různý, 
jsou známy druhy s jedním sigma faktorem (Mycoplasma genitalium), ale i s 65 faktory, 
z nichž je 53 alternativních (Streptomyces coelicolor) [5]. 
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Dostupnost některých alternativních sigma faktorů (např. F a B) pro vytvoření komplexu 
s RNA polymerasou je limitovaná takzvaným anti-sigma faktorem (vazebný partner), který 
může být ještě sám limitován cílenou proteolýzou nebo fosforylací [1]. 
Aktivita alternativního sigma faktoru RpoS (38), který zajišťuje navázání RNA 
polymerasy ke správnému promotoru, je zahájena vstoupením bakterie do stacionární fáze 
růstu. Jeho regulon obsahuje více než 70 genů, z nichž většina kóduje proteiny, které 
umožňují buňce přežít. Jelikož je tento faktor aktivován i jako reakce na stresový podnět, lze 
jej považovat za hlavní regulátor obecné odpovědi bakterií na stres [2]. 
 
Obr. 1: Specifické sigma faktory ovlivňující průběh transkripce [4] 
2.1.2 Dvousložkové regulátorové systémy 
Další možností reakce na stresový podnět je odpověď prostřednictvím fosforylačně závislých 
dvousložkových systémů. Tyto systémy sestávají z kanonicky membránově zanořené 
senzorické kinasy a regulátoru odpovědi. Kinasa přijme stresový signál, posléze 
autofosforyluje konzervovaný histidin, převede fosforylovou skupinu na neměnný asparát, 
čímž dojde k aktivaci latentní biologické funkce tohoto enzymu. Nejčastěji, ne však výlučně, 
jsou regulátory odpovědi transkripční aktivátory, které váží promotory otevřených čtecích 
rámců, jež následně regulují a stimulují iniciaci transkripce prostřednictvím RNA polymerasy 
navázané přes sigma faktor [1, 2]. 
2.2 Stresové faktory 
Bakterie úspěšně kolonizovaly každý kout planety, vyskytují se jak v půdě (Gram-pozitivní 
B. subtilis), ve vodě, ve vzduchu, ve střevech savců (Gram− E. coli) a některé druhy jsou 
schopny života i v jaderných reaktorech (Deinococcus radiodurans). I přes to jsou neustále 
vystaveny změnám, které u nich navozují stres. Stres a stresové faktory lze chápat jako 
prostředky, které zapříčiní zpomalení růstu bakterie nebo jako vliv, který donutí bakterii 
pozměnit genovou expresi a tím ji přizpůsobit podmínkám prostředí. Působení stresových 
faktorů a následný vznik stresu lze dle závažnosti situace rozdělit na čtyři stupně: nepatrný 
stres – růst není zpomalen, bakterie se zcela adaptuje na nové podmínky; těžký stres – 
rychlost růstu je výrazně snížena, ale bakterie je schopna se se změnou situace vyrovnat; 
extrémní stres – růst přestává, bakterie spotřebovává zásoby, aby přežila; letální stres – 
dochází ke spotřebě zásobních látek až do vyčerpání všech rezerv [6]. 
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Hlavními stresovými faktory jsou změny teploty, změna pH, osmolarity, dostupnost 
kyslíku, radiace a koncentrace živin a toxinů. Některé z těchto faktorů mohou být pro bakterie 
bezvýznamné, jiné pro ně mohou mít fatální následky. Některé z bakterií reagují změnou 
lokace, pomocí bičíku (flagellum) se přemístí na příznivější stanoviště, kde se nevyskytuje 
rušivý vliv prostředí. Jiné druhy reagují na stres změnami v genové expresi. Nejčastější 
formou odpovědi je ale kombinace obou těchto strategií [1]. 
2.2.1 Teplotní stres 
Pro přežití bakterií je charakteristická schopnost přizpůsobit se změnám prostředí, ve kterém 
se vyskytují. Právě teplota je nejvíce proměnlivým rysem prostředí, buňky tedy musí být 
schopni se s jejími změnami vyrovnat. Zatímco v některých prostředích je teplota poměrně 
stálá, je mnoho míst, kde jsou změny výrazné, a to buď v rámci dne, nebo sezóny. Velkým 
teplotním výkyvům jsou vystaveny bakterii vyskytující se například na pouštích, kde může 
být rozdíl teplot mezi dnem a nocí až kolem 40 °C. Výraznějším teplotním změnám jsou ale 
vystaveny i bakterie v půdě a patogenní bakterie, které se do těla dostávají fekálně-orálním 
přenosem. Zatímco v těle hostitelského organismu, tedy člověka, je teplota asi 37 °C, mimo 
organismus hostitele je teplota mnohem nižší, na přežití v tomto prostředí musí být tedy 
bakterie přizpůsobena [6]. 
2.2.1.1 Dělení prokaryot dle vlivu teploty 
Prokaryota, mezi která se bakterie řadí, mají životní funkce silně závislé na prostředí, v němž 
se vyskytují. Vnější vlivy prostředí ovlivňují především rozmnožování a metabolismus těchto 
mikroorganismů. Jedním z nejvýznamnějších faktorů ovlivňujících tyto nezbytné životní 
pochody je teplota prostředí.  Teplota, při níž jsou nejlépe splněny podmínky pro správné 
fungování prokaryot, především pro rozmnožování, se značí jako optimální. Podle teplotního 
optima dělíme prokaryota na: 
 psychrofilní prokaryota: 
Tyto mikroorganismy jsou charakteristické růstem za teplot nižších než 20 °C. Nejčastěji se 
proto vyskytují ve studených pramenech, v oceánech a hlubokých jezerech. 
 mezofilní prokaryota: 
Optimum životních funkcí této skupiny prokaryot spadá do teplotního rozmezí 20−40 °C. Do 
skupiny patří patogenní bakterie, pro něž je optimální teplotou teplota lidského těla, tedy 
37 °C. 
 termofilní prokaryota: 
Teplotní optimum těchto mikroorganismů se pohybuje okolo 55 °C. Některé z nich jsou 
schopné růst při teplotě 75-90 °C, což odpovídá teplotě horkých pramenů. Optimum při 80 °C 
je typické pro např. archeobakterie, někdy bývají proto řazeny mezi hypertermofilní 
prokaryota [7]. 
2.2.1.2 Extrémofilní mikroorganismy 
Optimální životní podmínky pro jednotlivé mikroorganismy (organismy) se mohou mírně 
lišit, je-li však rozdíl od ostatních zástupců skupiny výrazný, označujeme poté 
mikroorganismy (organismy), žijící v těchto podmínkách, za extrémofilní. Tyto organismy 
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jsou vysoce různorodé, tříděny jsou na základě nejvíce extrémního rysu prostředí, ve kterém 
se organismus přirozeně vyskytuje. Bývají tedy rozděleny do 5 skupin mikroorganismů: 
 termofilní – vyskytují se v prostředích, kde se teplota blíží teplotě varu vody (100 °C);  
 psychrofilní – žijí v místech, kde je teplota permanentně pod bodem mrazu vody (0 °C 
a méně);  
 halofilní – jsou schopné přežít v prostředí o vysoké koncentraci solí, a to vyšší než 
3 000 gl-1; 
 acidofilní – přežívají ve vysoké kyselém prostředí o pH blížícím se 0; 
 alkalofilní – tolerují pH prostředí, které vysoce přesahuje hodnotu 7. 
Některé organismy mohou být zařazeny do více skupin současně. Mezi extrémofily se řadí 
především mikroorganismy. Jejich schopnost přežít spočívá v produkci speciálních enzymů, 
které jsou přizpůsobené na extrémní podmínky, ve kterých se mikroorganismy vyskytují. 
Některé z enzymů, vyskytujících se právě v buňkách extrémofilních organismů jsou 
využívány v celé řadě oblastí průmyslu. I přes mimořádnou schopnost extrémofilů odolávat 
specifickému rysu prostředí můžou být tyto mikroorganismy vystaveny jinému faktoru, 
na nějž přizpůsobeny nejsou, což jim může způsobit stres [8, 9]. 
2.2.1.3 Odpověď na teplotní stres 
Odpověď na teplotní stres způsobený náhlým vystavením tepelnému stresu nebo šoku 
z chladu byla nejlépe prozkoumána u mezofilní bakterie Escherichia coli, jejíž optimum leží 
v rozmezí asi 25−37 °C. V tomto rozmezí teplot téměř nedochází ke zpoždění v adaptaci 
na jinou rychlost růstu. Nedochází k vyvolání tepelné šokové odpovědi (HSR) ani k odpovědi 
šoku z chladu (CSR). Při postupném nárůstu teploty dochází ke snižování růstu bakterie, a to 
až do hodnoty odpovídající letální teplotě (u E. coli rozmezí 47−50 °C, může být ovlivněno 
i jinými podmínkami). Při snižování teploty opět rychlost růstu klesá, a to až na teplotu, kde 
je rychlost minimální (přibližně 8 °C). Intenzita HSR roste od teploty 37 °C, intenzita CSR 
roste od teploty asi 15 °C směrem k teplotám nižším [6]. 
Z enzymatického hlediska indukuje teplotní šok u E. coli asi 30 genů, které má na starosti 
další sigma faktor, konkrétně se jedná o RpoH (32). Hraje klíčovou roli při HSR. RpoH není 
aktivován pouze teplotou, ale i dalšími vlivy, které mají za následek rozbalení proteinů. Navíc 
i některé složky regulonu, včetně GroE, mohou být způsobeny poškozením DNA, oxidačním 
stresem, antibiotiky, těžkými kovy, infekcí od fága nebo hladovění. Sigma faktor RpoH tedy 
může být považován i za odpověď na obecnou stresovou situaci. GroE musí být přítomen 
při všech teplotách kvůli své funkci, která spočívá v zabalení esenciálních proteinů do nativní 
konformace [2]. 
2.2.1.4 Heat shock proteins 
Proteiny teplotního šoku (HSP – heat-shock protein), někdy také stresové proteiny, jsou 
přítomné v buňkách všech organismů. Jsou považovány za jeden z nejzákladnějších 
mechanismů buněčné ochrany. Chrání buňky před vlivy stresu vyvolaného vysokou teplotou, 
ale rovněž ozářením, oxidačním poškozením nebo těžkými kovy, které v mikroorganismu 
(buňce) narušují terciární strukturu proteinů a tím je dělá nefunkčními. Jedná se o velkou 
skupinu proteinů, které jsou na základě jejich molekulové hmotnosti rozděleny do šesti 
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skupin: Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsp40 a malé proteiny tepelného šoku. Některé 
z nich hrají v buňkách důležitou roli i bez působení stresových faktorů. Plní funkci chaperonů, 
jejichž úkolem je zajistit sbalení proteinů do nativní konformace nebo jejich případně 
rozbalení. Můžou rovněž přepravovat proteiny skrze buněčnou membránu nebo je dopravovat 
v rámci buňky do příslušné organely. Extracelulární HSP mohou hrát roli i v imunitní 
odpovědi. Bylo prokázáno, že v přítomnosti většího množství těchto proteinů v buňce, 
je buňka odolnější vůči vyšším teplotám [10, 11, 12]. 
2.3 Polyhydroxyalkanoáty (PHA) 
Produkce a spotřeba plastů vyrobených z ropy se po celém světě neustále zvyšuje, ročně se 
vyprodukuje až 100 milionů tun, proto je důležité hledat materiály s podobnými vlastnostmi, 
které by nezatěžovaly životní prostředí tolik jako synteticky vyrobené plasty a tím by 
nedocházelo k tak vysoké spotřebě neobnovitelných fosilních paliv. Část tohoto syntetického 
materiálu je recyklována, ale velká část zůstává nevyužita v pevném stavu, čímž se zvyšuje 
produkce pevného odpadu. Tento odpad je rezistentní vůči prostředí i mikroorganismům, 
což zapříčiňuje jeho akumulaci v přírodě až na stovky let. Řešením problému by mohly být 
právě bioplasty, a to například polyhydroxyalkanoáty (PHA) a jejich deriváty. Tyto 
biomateriály jsou mikroorganismy syntetizovány i z odpadních materiálů, jsou plně 
biodegradabilní a při svém odbourávání neuvolňují do životního prostředí toxiny jako 
syntetické ropné plasty. Odbourání je navíc oproti degradaci syntetických polymerů velmi 
rychlé. K rozkladu biodegradabilních materiálů dochází působením mikroorganismů nebo 
prostředí, nejčastěji však kombinací obou těchto faktorů. Limitujícím faktorem zavedení 
produkce bioplastů do velkovýroby je zatím poměrně vysoká cena, která je zapříčiněna 
nedostatečnou znalostí mechanismů jejich syntézy z odpadních produktů [13]. 
2.3.1 Historie objevu PHA a výskyt PHA u bakterií 
Přítomnost sudanofilních inkluzí lipidické povahy, které byly rozpustné v chloroformu, byla 
pozorována u Azobacter chrococcum na počátku minulého století. Polyhydroxyalkanoáty byly 
objeveny a charakterizovány v roce 1926 francouzským mikrobiologem Mauricem 
Lemoignem, a to v podobě poly(3-hydroxybutyrátu), PHB, izolovaného z bakterie Bacillus 
magaterium. Do konce roku 1950 bylo dokázáno, že PHB u bakterií rodu Bacillus funguje 
jako intracelulární rezerva uhlíku a energie. V roce 1974 byly izolovány kopolymery 
obsahující 3-hydroxyvalerát a 3-hydroxyhexanoát [14]. Od té doby byla produkce 
a akumulace PHA objevena u široké skupiny mikroorganismů [15]. 
Schopnost syntézy a akumulace PHA byla pozorována u Gram-pozitivních i u Gram-
negativních kmenů bakterií, konkrétně u fotosyntetizujících, aerobních i anaerobních bakterií, 
u litotrofních stejně jakou u organotrofních a fototrofních bakterií a akumulují ho rovněž 
cyanobakterie a některá Archea [16]. 
Zatímco přítomnost polyesteru PHA lze prokázat pomocí vhodných barviv, monomery, 
ze kterých je složen lze analyzovat pomocí plynové chromatografie (GC) nebo nukleární 
magnetické rezonance (NMR). Díky NMR bylo v polovině 80. let 20. století zjištěno, 
že polymer in vivo nemá krystalickou struktura, nýbrž se vyskytuje jako v amorfní formě [14]. 
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2.3.2 Struktura a vlastnosti PHA 
Polyhydroxyalkanoáty patří do skupiny lineárních polyesterů. Tyto sloučeniny jsou 
přírodního původu, jedná se o polyestery 2-, 3-, 4-, 5- nebo 6-hydroxyalkanových kyselin. 
Jejich molekulová hmotnost je obecně od 50 000 do 1 000 000 Daltonů. Esterová vazba se 
vytvoří mezi hydroxylovou skupinou řetězce jednoho monomeru a karboxylovou skupinou 
druhého monomeru za odstoupení molekuly vody. Hydroxylem substituovaný uhlík si 
zachovává konfiguraci R (D). Některé z PHA patří mezi homopolymery, obsahující jednu 
stále se opakující jednotku monomeru, jiné patří mezi kopolymery, tyto jsou poté složeny ze 
dvou a více monomerů. V relativně nedávných výzkumech bylo popsáno 150 různých 
monomerních jednotek, které mohou být v PHA zastoupeny. V současnosti se počet 
objevených monomerních jednotek průběžně zvyšuje. Složení polyesteru se posléze projeví 
na jeho vlastnostech, čehož se využívá při syntézách materiálů požadovaných vlastností [16]. 
Podle počtu uhlíků v řetězci monomeru hydroxykyseliny dělíme polyhydroxyalkanoáty na 
short-chain-lenght PHA (scl-PHA), které mají v řetězci 3−5 atomů uhlíku a na 
medium-chain-lenght PHA (mcl-PHA), jejichž monomery sestávají z 6−14 atomů uhlíku [16]. 
Scl-PHA jsou svými vlastnostmi velmi podobné syntetickým plastům, zatímco vlastnosti a 
struktura mcl-PHA je blízká elastomerům a gumám [13].  
Nejčastěji se vyskytujícím polyhydroxyalkanoátem je PHB, který je rovněž nejlépe 
popsaným zástupcem PHA. Svými vlastnostmi je PHB nejbližší polypropylenu (PP) [17]. 
 
Obr. 2: Struktura PHA [17] 
2.3.3 PHA granule 
Polyhydroxyalkanoáty se v buňkách vyskytují ve formě ve vodě nerozpustných granulí, které 
můžou být v buňce skladovány ve velkém množství. Tyto granule jsou kvůli své lipidické 
povaze sudanofilní, lze je tedy obarvit barvivem Sudan, jež je rozpustné například i v oleji. 
Hydrofobní charakter PHA je pro prokaryotní buňky výhodný, protože jeho akumulací 
nedochází ke zvyšování intracelulárního osmotického tlaku. Za běžných podmínek může 
hmotnost polymeru představovat až 80 % z celkové hmotnosti suché buňky. PHA 
pro prokaryotické buňky, které neuchovávají tuky jako triacylglyceroly, představuje zásobní 
materiál [16]. 
Počet granulí v buňce je závislý na podmínkách, ve kterých se buňka momentálně 
vyskytuje, na kultivačním médiu a na konkrétním bakteriálním kmenu [15]. 
Granule PHA izolované z bakterie Bacillus magaterium při analýze obsahovaly z 97−98 % 
PHB, 2 % proteinů a zbývající 0,5 % bylo tvořeno lipidy [16]. 
Nativní granule mají kulovitý tvar s průměrem 200−700 nm, v jejich jádře se nachází 
polyester. Jádro je obklopeno fosfolipidovou vrstvou, v níž jsou zanořeny nebo na níž jsou 
navázány proteiny. Patří mezi ně polyester syntasa (PHA syntasa), intracelulární PHA 
depolymerasa (navázána na povrchu, zodpovídá za využití rezervního polyesteru z jádra), 
amfipatický phasin protein (navázaný na povrchu, hlavní strukturní protein membrány 
obklopující inkluzi PHA; podporuje biosyntézu PHA; amfifilní vrstva phasin proteinů 
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zabraňuje shlukování jednotlivý granulí mezi sebou a má vliv na velikost granulí), specifické 
proteiny pro regulaci PHA a přídavnými proteiny s neobjasněnými funkcemi. Proteiny 
nekovalentně navázané na povrchu granule nejsou pro její vznik nezbytné, ale ovlivňují 
biologické funkce granulí jako jejich strukturu, velikost a obsahují gen pro regulaci syntézy 
PHA a mobilizaci polyesteru jako zásobní látky po vyčerpání zdroje energie ze substrátu [16, 
18, 19]. 
Existují dva možné modely sestavení granulí PHA in vivo, a to na základě místa, kde 
vznikají. Micelární model je založen na tvorbě PHA granulí volně v cytoplasmě. Druhá 
možnost je založená na granulích „pučících“ na povrchu buňky, membránový materiál lze 
poté najít ve struktuře izolovaných granulí, nově vzniklé PHA granule posléze nejsou 
v cytoplasmě rozmístěny náhodně, ale zůstávají lokalizovány poblíž membrány [14]. 
 
 
Obr. 3: Struktura nativní PHA granule [19] 
2.3.4 Syntéza PHA 
K syntéze a akumulaci PHA dochází, když se buňky nachází ve stavu nerovnováhy živin 
při nadměrném zdroji uhlíku s omezenými zdroji hořčíku, sulfátů, dusíku, fosforu nebo 
kyslíku [13, 14]. V poslední době je zřejmé, že na syntéze monomerů pro biosyntézu 
polyhydroxyalkanoátů se může podílet více metabolických drah. Typ dráhy, kterou 
mikroorganismy syntetizují PHA, je závislý na dostupném zdroji uhlíku. Obecně můžeme 
zdroje uhlíku rozdělit na ty, které jsou pro vznik monomeru pozměněny pouze málo, a na ty, 
které musí být v průběhu kompletně přeměněny. Biosyntéza PHA může probíhat třemi 
rozdílnými metabolickými drahami, které se odvíjí právě od zdroje uhlíku. Těmito zdroji 
uhlíku mohou být sacharidy (jednoduché cukry) nebo mastné kyseliny [13, 17, 20]. 
Nejvíce objasněná je syntéza PHB, který patří mezi scl-PHA. Nejrozšířenější způsob 
syntézy, který se při produkci PHB mezi mikroorganismy uplatňuje, se skládá ze tří na sebe 
navazujících metabolických reakcí, z nichž každá je katalyzovaná rozdílným enzymem, jež je 
kódován speciálním genem. Příčinou je fakt, že acetyl-CoA je meziproduktem drah ve všech 
žijících organismech, je například výchozí látkou Krebsova cyklu, kterému předcházela 
glykolýza, tedy rozklad nejčastějších substrátů, jednoduchých cukrů. První krok spočívá 
v kondenzaci dvou acetyl-CoA za vzniku acetoacetyl-CoA pomocí β-ketoacylthiolasy, jež je 
kódována genem phbA. Druhá reakce spočívá v redukci acetoacetylu-CoA 
na (R)-3-hydroxybutyryl-CoA pomocí NADPH-dependentní acetoacyl-CoA reduktasy, 
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kterou kóduje gen phbB. Poslední reakcí jsou jednotky (R)-3-hydroxytutyryl-CoA 
polymerovány na PHB pomocí PHB polymerasy, která je kódována genem 
phbC, za odstoupení CoA. PHA syntetasa je stereospecifický enzym, je schopná polymerovat 
pouze R izomery, případný vzniklý (S)-3-hydroxybutyryl-CoA by tedy musel být převeden 
na R izomer. Geny phbA, phbB a phbC tvoří operon phbCAB, jehož přepisem jsou 
syntetizovány enzymy nezbytné pro syntézu PHB [17, 19, 20]. 
 
Obr. 4: Operon phbCAB kódující enzymy pro syntézu PHB [17] 
Syntéza PHA z mastných kyselin spočívá v jejich degradaci prostřednictvím β-oxidace. 
Monomerní jednotka 3-hydroxyacyl-CoA musí mít konfiguraci R, protože polymeraci opět 
zajišťuje stereospecifická PHA syntetasa [19]. 
Je-li substrátem sacharid, může být z acetyl-CoA nejprve syntetizována mastná kyselina, 
která je posléze prostřednictvím β-oxidace zpracována až na konečný PHA [20]. 
 
 
Obr. 5: Obecné schéma biosyntézy PHA v bakteriální buňce [14] 
2.3.4.1 Regulace syntézy PHA 
Na PHA granule jsou nekovalentně vázány specifické regulátory syntézy PHA. PhbR 
u C. necator, PhaF u Pseudomonas a PhaR u Paracoccus denitrificants. Předpokládá se, 
že v případě syntézy PHA je množství těchto represorů nízké. U bakterií produkujících PHB 
se předpokládá, že represor PhbR potlačuje transkripci genů kódujících transkripci, zatímco 
represor PhaF potlačuje transkripci genu pro syntézu polyesteru (phaC1) u Pseudomonas 
a gen pro transacylasu (phaG). Dále bylo zjištěno, že sigma faktor 54, kódovaný genem 
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rpoN, hraje u kmenu Pseudomonas důležitou roli při transkripci genů potřebných 
k biosyntéze PHA. Funkce přídavných proteinů u kmene Pseudomonas (PhaI, PhaD, PhaS), 
které jsou rovněž nekovalentně navázány na granule PHA, nebyly dosud objasněny [18]. 
2.3.5 Degradace PHA 
Degradace polyhydroxyalkanoátů je nejvýznamnějším faktorem, který je odlišuje od ropných 
plastů, na rozdíl od nich jsou PHA plně biologicky rozložitelné. Biodegradace nastane, jsou-li 
vystaveny působení půdy, kompostu, mořskému sedimentu nebo mořské či jezerní vodě. 
Proces biologického odbourávání (biodegradace) je ovlivněn mnoha faktory, mezi něž patří 
aktivita mikroorganismů v prostředí, vlhkost, teplota, pH a jejich molekulová hmotnost. 
Z hlediska rozložitelnosti může hrát nemalou roli i krystaličnost polymeru a jeho složení, 
konkrétně charakter monomerních jednotek. Kopolymery obsahující jako monomerní 
jednotku PHB jsou schopny rychlejší degradace než kopolymery z jiných stavebních jednotek 
[17]. 
Samotná degradace poté spočívá v rozložení polymeru enzymy, které vylučují 
mikroorganismy [17]. Degradace může být intracelulární, a to v případě, že buňka 
spotřebovává vlastní PHA jako zdroj uhlíku, nebo extracelulární, kdy buňka vylučuje 
extracelulární enzymy, které posléze PHA degradují mimo buňku. Pevný polymer se poté 
stává ve vodě rozpustnou směsí oligomerů a monomerů. Hlavními enzymy pro degradaci 
PHA jsou intracelulární PHA depolymerasy. PHB depolymerasa je stereospecifickým 
enzymem, který je schopen hydrolyzovat pouze R izomer PHB [14]. Nacházejí se na povrchu 
granulí a jsou nezbytně nutné k mobilizaci PHA granulí jako rezervy energie a následnému 
využití v nich uloženém uhlíku pro růst po vyčerpání energie z média [19]. 
Biodegradací za přístupu kyslíku můžou být PHA rozloženy až na oxid uhličitý a vodu, 
zatímco bez přístupu kyslíku jsou produkty degradace oxid uhličitý a methan. PHA jsou 
rozložitelné v širokém rozmezí teplot a to až při teplotě kolem 60 °C s vlhkostí 55 %. Doba 
rozkladu je poměrně dlouhá oproti syntéze, a to až desetkrát. 85 % hmotnosti PHA se volně 
rozložilo za sedm týdnů, ve vodním prostředí, kde teplota nepřesáhla 6 °C, trval rozklad 
254 dní [14]. 
2.4 Zapojení PHA do stresové odpovědi bakterií 
V případě vystavení organismu hladovění nebo působení stresových faktorů a přerušením 
přísunu energie dochází ke spotřebování rezervního zdroje energie potřebné pro růst, který si 
organismus nastřádal v době, kdy netrpěl nedostatkem. V případě rostlin a živočichů jsou 
těmito látkami se zásobní funkcí polysacharidy, pro živočichy je jím glykogen, rostliny mají 
zásoby uhlíku skryté ve škrobu. U prokaryot, tedy bakterií a některých zástupců Archeí, jsou 
touto látkou právě polyhydroxyalkanoáty, tedy polyestery hydroxykyselin. V nich je v podobě 
hydrofobních inkluzí uložen uhlík, který je pro tyto mikroorganismy nezbytný pro růst. 
Schopnost produkovat PHA však nemají všechna prokaryota, patří ale mezi nejrozšířenější 
zásobní látku v říši bakterií [19]. 
2.4.1 Bakteriální producenti PHA 
Schopnost produkovat polyhydroxyalkanoáty jako zásobní látku není typická pro všechny 
bakterie, přirozeně jsou PHA produkovány více než 300 druhy mikroorganismů, které je 
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následně intracelulárně akumulují. Bakteriální producenty PHA lze rozdělit do dvou skupin. 
Do první skupiny patří bakterie, které produkují PHA pouze v případě omezených zdrojů 
prvků esenciálních pro jejich výživu (dusík, kyslík a další) při současném nadbytku uhlíku. 
Druhá skupina bakterií omezení živin nevyžaduje a její zástupci jsou schopni syntézy 
a akumulace PHA i během růstu. Do první skupiny patří zástupci Cupriavidus necator, 
Protomonas extorquens a Protomonas oleovorans. Zástupci druhé skupiny bakterií jsou 
Alcaligenes latus, Azotobacter vinelandii a rekombinantní Escherichia coli. Pouze málo druhů 
je využíváno k biosyntéze PHA pro průmysl, a to Alcaligenes latus, B. megaterium, 
C. necator a P. oleovorans, které jsou schopné syntetizovat PHA z různých substrátů, 
například z rostlinného oleje nebo jiných odpadů, což výrazně sníží náklady na výrobu těchto 
biomateriálů [21]. 
Tab. 1: Vybraní bakteriální producenti PHA [17] 
 
2.4.2 Odolnost vůči teplotě v souvislosti s akumulací PHA 
Schopnost odolávat chladu ve spojitosti s akumulací PHA, a to konkrétně PHB, byla 
zkoumána u antarktického bakteriálního kmene Pseudomonas sp. 14-3. Pro tento kmen je 
charakteristické, že jeho zástupci syntetizují PHA z acetátu a nejsou schopny je syntetizovat 
z glukosy. Bylo prokázáno, že v souvislosti s akumulací PHB se u kultury mající vhodné 
podmínky pro produkci polyesteru projevuje zvýšená schopnost odolávat chladu ve srovnání 
s kulturou, ve které se kvůli odlišným podmínkám PHB vůbec neakumuloval. Pro porovnání 
byl použit nemodifikovaný kmen Pseudomonas sp. 14-3, který je schopen PHB produkovat, 
a jeho phaC mutant, který kvůli nefunkčnosti jednoho z nezbytných genů není schopen 
produkce a posléze akumulace PHB [22, 23]. 
Schopnost akumulace PHB je u tohoto kmene zajištěna geny phaRBAC, které byly 
objeveny společně s genomickým ostrovem posléze pojmenovaným pha-GI. Na základě 
podobné struktury genů phaB a phaC potřebných pro syntézu zásobní látky bylo usouzeno, 
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že tyto geny byly získány horizontálním přenosem, a to pravděpodobně od bakterií rodu 
Burkholderiales. Horizontální přenos genů spočívá v začlenění cizího genu do části genomu 
v DNA, čímž dojde ke změně genomu organismu. Genomické ostrovy mají mozaikovou 
strukturu právě kvůli obsahu částí genomu jiného původu. Poprvé bylo zjištěno, že klastr 
PHA, obsahující geny phaR, phaA, phaB a phaC, se nachází v oblasti genomického ostrova, 
z čehož lze usoudit, že horizontální přenos genů nutných pro biosyntézu PHA je možným 
mechanismem adaptability na stresové podmínky, kterým jsou bakterie v extrémně chladném 
prostředí Antarktidy standardně vystavovány [22]. 
Mutantní kmen s deficientním phaC genem nebyl schopen růstu již při teplotě 10 °C 
a celkově byl více citlivý na změnu teploty. U druhu s PHB docházelo k rychlé degradaci 
polyesteru. PHA jsou tedy považovány za vysoce reduktivní zásobní látky, které jsou 
udržovány v dynamickém procesu biosyntézy a degradace. Degradace polymeru je pro 
mikroorganismy zdrojem potřebné redukční síly, která je schopná potlačit oxidační stres 
způsobený nízkou teplotou [23]. 
Zkoumány byly i bakterie kmene Aeromonas hydrophila, a to zástupci divokého druhu 
A. hydrophila 4AK4 a mutantního druhu A. hydrophila CQ4, který má narušenou 
phaC-syntasu. Rozdíl mezi těmito dvěma druhy tedy spočívá ve schopnosti syntetizovat PHA. 
Bylo prokázáno, že druh schopný produkce PHA, A. hydrophila 4AK4, byl rezistentní vůči 
celé řadě stresových faktorů jako vysoká teplota, mráz, působení peroxidu vodíku, ethanolu, 
UV záření nebo vysokého osmotického tlaku, narozdíl od mutantního druhu A. hydrophila 
CQ4. Již dříve bylo zjištěno, že u divokých druhů Azospirilum brasilense a Pseudomonas 
oleovorans se při zvýšených teplotách projevuje vyšší rezistence než u jejich phaC nebo phaZ 
mutantů [24]. 
Při zkoumání bakteriálního kmene Rhizobium DDSS69 bylo zjištěno, že při stresu 
způsobeném nízkou teplotou dochází k poklesu hladiny PHB, ale nebyla nalezena souvislost 
mezi poklesem a stresovou odpovědí. U těchto bakterií tedy není schopnost produkce PHB 
odpovědná za rezistenci jedinců vůči mrazu. Snížené množství PHB v bakterii je totiž 
způsobeno inhibicí jeho biosyntézy a současně zvýšením rozkladu [25]. 
2.5 Průtoková cytometrie jako metoda ke stanovení viability bakterií po 
prodělání teplotního stresu 
2.5.1 Viabilita buněk 
Viabilitou buněk se rozumí jejich životaschopnost, z hlediska mikrobiologie je jednou 
z klíčových charakteristik buněčné populace [26]. Je klíčovou charakteristikou ve všech 
oblastech biotechnologického průmyslu, ze kterých lze jmenovat kvasné výroby 
(pivovarnictví a lihovarnictví), potravinářský průmysl (zejména droždárenství 
a mlékárenství), zpracování odpadů (krmná biomasa), speciální biotechnologie (léčiva, 
tkáňové kultury) apod. [27]. 
Živé buňky jsou charakteristické funkčními enzymy, respirační aktivitou, stálou hodnotou 
intracelulárního pH a existencí transmembránového potenciálu. Mrtvé buňky jsou naopak 
charakteristické sníženou integritou cytoplazmatické membrány, která je pak propustná pro 
velké množství molekul. Na základě výše uvedených fyziologických znaků živých a mrtvých 
buněk jsou fluorescenční sondy pro stanovení viability buněk děleny do pěti skupin. Častěji 
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využívané jsou sondy založené na sledování membránové integrity, měření intracelulární 
aktivity esteras a existenci transmembránového potenciálu, méně často poté sondy založené 
na detekci respirační aktivity (aktivita dehydrogenas) či na měření intracelulárního pH [28]. 
2.5.2 Průtoková cytometrie 
Průtoková cytometrie (flow cytometry – FC) je moderní analytická metoda, která umožňuje 
v krátkém časovém horizontu analyzovat velké množství buněk, a to v počtu 103–105 
za sekundu. Tato vlastnost umožňuje využít metodu pro studium buněčných populací, a to jak 
prokaryotických, tak i eukaryotických buněk. První průtokové cytometry byly konstruovány 
za účelem charakterizace živočišných buněk. Buňky v populacích jsou analyzovány na úrovni 
jedné buňky. Další výhoda je možnost multiparametrické analýzy, která spočívá v tom, 
že v rámci jedné analýzy je možné sledovat řadu různých parametrů, které jsou posléze při 
vyhodnocování dávány do vzájemných souvislostí [27, 28]. 
Samotný přístroj, tedy průtokový cytometr, je integrovaným systémem využívajícím 
principů optické mikroskopie a citlivé detekce světelného signálu. Skládá se ze tří částí, a to 
z fluidního, optického a z elektronického systému [28]. 
2.5.2.1 Fluidní systém 
První částí průtokového cytometru je fluidní systém. V přístroji je realizován jako soustava 
dvou kapilár, přičemž užší kapilára je obklopena kapilárou širší, která se na svém konci 
zužuje. Užší trubičkou prochází suspenze buněk vzorku o vhodné koncentraci. Širší trubičkou 
prochází souproudým tokem nosná kapalina – nejčastěji destilovaná voda [29]. 
Mezi kapalinami je rozdíl v rychlosti toku, zatímco suspenze buněk proudí kapilárou 
pomaleji, nosná kapalina ve vnějším plášti proudí podstatně rychleji. Na konci obou trubiček 
dochází k tzv. hydrodynamickému fokusování, kdy rychlejší kapalina unáší jednotlivé buňky 
ze suspenze. Výsledkem fokusování je řetízek buněk, které přechází do další části přístroje. 
Při nastolení ideálních podmínek, kdy i v případě rychlejší kapaliny je zajištěn laminární 
charakter proudění, nedochází ke smíchání nosné kapaliny a kapaliny suspenze [29]. 
 
 
Obr. 6: Fluidní systém průtokového cytometru [29] 
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2.5.2.2 Optický systém 
Řetízkem (proudem) buněk vzniklým hydrodynamickým fokusováním prochází v optickém 
systému paprsek laseru, přičemž nejčastěji se jedná o lasery dva. Jeden z laserů svítí modrým 
(přibližně 700 nm) a druhý červeným světlem (přibližně 400 nm), mají tedy značně odlišné 
vlnové délky, což se poté využívá ke sledování více parametrů [30]. 
Po interakci s buňkami prochází paprsky dále přes soustavu čoček, hranolů, optických 
zrcadel a filtrů do příslušných detektorů. Existují přitom různé typy filtrů, které rozhodují, 
jaký interval vlnových délek jimi bude do detektoru procházet. Po interakci paprsku s částicí 
se zohledňují dva parametry, a to rozptyl světla a fluorescenční signál [27, 29, 30]. 
Rozptyl světla se sleduje v přímém a v bočním směru. Rozptyl světla v přímém směru 
(Forward Scatter Chanel – FSC) podává informaci o velikosti analyzované částice, přičemž 
větší částice poskytuje větší rozptyl světla. V bočním směru (Side Scatter Chanel – SSC) 
podává rozptyl světla informaci o vnitřní složitosti „granulovitosti” analyzované částice. 
Pro složitější buňky s více organelami je boční rozptyl větší. Oby typy rozptylů jsou 
vyhodnocovány na základě interakce buněk s modrým světlem laseru [29]. 
Zatímco rozptyl světla lze zaznamenat u všech analyzovaných částic, ne všechny poskytují 
i fluorescenční signál. Tento typ detekce je tedy specifičtější. Pro detekci fluorescence musí 
analyzovaná částice buď vykazovat autofluorescenci nebo musí obsahovat nevlastní 
fluorofory v podobě fluorescenčních sond. Částice vykazující autofluorescenci obsahují 
vlastní fluorofory, které po absorpci světla laseru a následné vlastní excitaci emitují při 
deexcitaci záření ve formě světla. Častěji se však využívají nevlastní fluorofory v podobě 
fluorescenčních sond, které rovněž po excitaci vhodným zářením emitují při deexcitaci 
světelné záření, a to o různých vlnových délkách [28, 29]. 
 
 
Obr. 7: Optický systém průtokového cytometru [29] 
2.5.2.3 Elektronický systém 
Elektronický systém slouží k vyhodnocení dat, které poskytly jednotlivé detektory. Právě 
v tomto kroku dochází k uplatnění multiparametrické analýzy. Může být sledován buď rozptyl 
světla, a to v přímém či bočním směru, nebo fluorescence o různé intenzitě [27]. 
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Základním vyhodnocením pro vyhodnocení jednoho z měřených parametrů je histogram, 
který je grafickým vyjádřením četnosti výskytu na intenzitě signálu. Histogram patří mezi 1D 
grafy, jelikož zohledňuje pouze 1 parametr. Graf zohledňující 2 parametry je obecně 
cytogram, v případě, že vyhodnocujeme současně rozptyl v přímém a bočním směru, jedná se 
o tzv. scattergram. V cytogramu jsou na osách vyneseny intenzity jednotlivých jevů, četnost 
výskytu poté vystupuje směrem dopředu. Při samotném vyhodnocení je poté uživatelem 
ohraničena oblast buněk (tzv. gatování), která je dále vyhodnocována [27, 29, 30]. 
2.5.2.4 Sortování buněk po analýze 
Jednotlivé buňky po analýze, tedy po průchodu paprskem laseru, mohou být separovány, a to 
na základě signálu, který po interakci s paprskem poskytují. Vyhodnocují se přitom samotné 
FSC, SSC či fluorescenční signál, případně jejich kombinace. Podle použitého separačního 
mechanismu lze buňky rozdělit do dvou nebo tří skupin. Průtokovou cytometrii lze tedy 
částečně využít i pro preparativní účely. Důležité přitom je, aby buňky nebyly během samotné 
analýzy např. přidáním destruktivního nevlastního fluoroforu znehodnoceny [27]. 
Jsou-li buňky děleny na základě náboje, který jim je udělen, jedná se o elektrostatické 
sortování, kdy je kapalina v bezprostřední blízkosti buňky elektrostaticky vychýlena 
v elektrickém poli. Jednotlivé skupiny shodně nabitých, případně nenabitých, buněk jsou 
fokusovány do připravených nádob. Rychlost sortace přitom mj. závisí na velikosti buněk 
[29]. 
 
 
Obr. 8: Elektrostatické sortování buněk [29] 
Dalším způsobem je magnetická sortace buněk, při níž dochází k dělení buněk do dvou 
skupin. Buňky jsou při této metodě značeny pomocí specifických protilátek, které jsou 
konjugované s mikročásticemi vykazujícími magnetické vlastnosti. Proud buněk 
po modifikaci prochází magnetickým polem. Zatímco některé částice jsou zadrženy magnety, 
ostatní jsou jímány do příslušné nádoby. Po přerušení pole jsou jímány i buňky původně 
zadržované [30]. 
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
3.1 Použité mikroorganismy, chemikálie, přístroje 
3.1.1 Použité mikroorganismy 
Pro experimentální práci byly použity bakteriální kmeny Cupriavidus necator H16 
a Burkholderia cepacia, oba získané z České sbírky mikroorganismů Masarykovy univerzity 
v Brně, a kmeny Cupriavidus necator PHB−4 a Burkholderia sacchari zakoupené v Leibnitz 
Institute DSMZ-German Collection of Microorganism and Cell Cultures, Braunschweig, 
Německo. 
3.1.2 Použité chemikálie 
 Nutrient Broth, HiMedia (Indie) 
 Agar Powder, HiMedia (Indie) 
 Peptone, HiMedia (Indie) 
 Beef extract, HiMedia (Indie) 
 Propidium jodid, eBioscience (USA) 
 Kopolymer 3HB-3HV (PHBV, 12 % mol. PHV), Sigma-Aldrich (Německo) 
 Polymer 3HB (P3HB), Sigma-Aldrich (Německo) 
Všechny použité chemikálie byly čistoty p.a. či vyšší. 
3.1.3 Použité přístroje 
 Váhy, Kern EW 620-3NM 
 Laminární box Aura mini, BioAir – Euroclone 
 Centrifuga, Hettich EBA 20 
 Mikrocentrifuga, Sigma 1-14 (Německo) 
 Analytické váhy, Boeco (Německo) 
 Temperovaná třepačka (inkubátor), Biosan ES-20 
 Temperovaná třepačka, Heidolph, Incubator 1000 
 Průtokový cytometr, Apogee Flow Systems, Apogee A50 
 Nanofotometr, Implen, P 300 
 Vortex, Kartell, TK3S 
 pH metr, pHTestr 30, Thermo Scientific (Nizozemí) 
 Vodní lázeň, Julabo, TW 2, BioTech (Česká republika) 
 Plynový chromatograf, Thermo Scientific, Trace 1300; kolona: DB-WAX 30 m by 
0,25 mm 
 Běžné laboratorní sklo a vybavení 
3.2 Uchovávání bakteriálních kultur (kultivace na pevném mediu) 
Lyofilizované bakterie byly oživeny a následně naočkovány na NB (Nutrient Broth) medium 
s přídavkem agaru pro zajištění tuhosti. 
Složení pevného NB media: 
 Nutrient Broth  25 g 
 Agar Powder  20 g 
 destilovaná voda 1000 ml 
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Takto připravené medium bylo sterilováno v tlakovém hrnci s uzavřeným ventilem po 
dobu 55 minut. Po mírném ochlazení byl ve vysterilovaném laminárním boxu nalit potřebný 
počet sterilních Petriho misek. Po zatuhnutí byly jednotlivé kultury zaočkovány na připravená 
media. 
Zaočkované misky byly posléze kultivovány v termostatu při 30 °C. Bakteriální kultury 
byly po nárůstu kolonií uchovávány při teplotě 4 °C a v intervalu přibližně 30 dnů byly 
přeočkovávány na nové Petriho misky. Pevná media byla připravována k uchování kultur pro 
další práci. 
3.3 Kultivace bakteriálních inokul 
Pro kultivaci inokul Cupriavidus necator H16, Cupriavidus necator PHB
−
4, a Burkholderia 
cepacia byla připravována kapalná Nutrient Broth (NB) media o koncentraci 25 g·l−1. Inokula 
kultury Burkholderia sacchari byla kultivována v minerálním mediu. Ke kultivaci byly 
používány Erlenmeyerovy baňky o objemu 100 ml s 50 ml příslušného media. Veškerá 
inokula byla připravována ve dvou paralelních pokusech. 
Složení NB media: 
 Pepton     10,00 g 
 Beef extract   10,00 g 
 NaCl     5,00 g 
 destilovaná voda 1 000 ml 
Složení minerálního media pro inokulum Burkholderia sacchari: 
 Yeast extract  0,5 g 
 Protease peptone 0,5 g 
 Casamino acids  0,5 g 
 škrob     0,5 g 
 Na-pyruvát   0,3 g 
 KH2PO4    0,3 g 
 MgSO4  7 H2O  0,05 g 
 glukosa    10 g 
 destilovaná voda 1 000 ml 
Připravená media byla sterilována v tlakovém hrnci s uzavřeným ventilem po dobu 
55 minut. 
Po vysterilování a ochlazení na pokojovou teplotu bylo ve sterilním laminárním boxu do 
připravených minerálních medií přidáno příslušné množství glukosy (1,25 ml glukosy / 50 ml 
media) ze sterilního zásobního roztoku o koncentraci 400 g·l−1. 
Samotné očkování bakterií bylo taktéž prováděno v laminárním boxu. Celkem třikrát bylo 
přeneseno malé množství narostlých kolonií příslušných bakterií z pevné agarové plotny, a to 
vždy sterilní bakteriologickou kličkou. 
Připravená inokula byla po dobu 24 h kultivována při 30 °C na temperované třepačce 
při 170 rpm. 
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3.4 Submerzní kultivace bakterií za účelem produkce biomasy 
Za účelem produkce biomasy bohaté na PHA byla připravená inokula přeočkovávána 
do nových medií. Kultury Cupriavidus necator H16 a Cupriavidus necator PHB−4 byly 
přeočkovávány do minerálního media, které je pro kmen Cupriavidus necator H16 pro 
produkci PHA nejvhodnější. Do Erlenmeyerových baněk o objemu 100 ml bylo připravováno 
vždy po 50 ml media. 
Složení minerálního media: 
 (NH4)2SO4    3 g 
 KH2PO4     1,02 g 
 Na2HPO4  12 H2O  11,01 g 
 MgSO4  7 H2O   0,2 g 
 destilovaná voda  1 000 ml 
Pro inokula bakterií Burkholderia cepacia a Burkholderia sacchari byla připravována 
produkční media, a to rovněž do Erlenmeyerových baněk o objemu 100 ml obsahujících 
50 ml media. 
Složení produkčního media: 
 (NH4)2SO4    0,75 g 
 KH2PO4     1,5 g 
 Na2HPO4  12 H2O 9,082 g 
 MgSO4  7 H2O  0,2 g 
 CaCl2  2 H2O   0,1 g 
 NH4Fe
III
 citrát   0,06 g 
 destilovaná voda  1 000 ml 
Pro přípravu minerálních a produkčních medií byly rovněž připraveny roztoky glukosy a 
fruktosy, a to o koncentraci 400 g·l−1. Pro zajištění optimálního množství stopových prvků 
v mediích byly taktéž připraveny roztoky stopových prvků MES* a TES**. 
*Složení roztoku stopových prvků MES: 
 FeCl3   9,7 g 
 CaCl2   7,8 g 
 CuSO4   0,156 g 
 CoCl2   0,119 g 
 NiCl2   0,118 g 
 CrCl2   0,062 g 
 0,01 M HCl 1 000 ml 
**Složení roztoku stopových prvků TES: 
 ZnSO4     0,1 g 
 MnCl2     0,03 g 
 H3BO3     0,3 g 
 CoCl2     0,2 g 
 CuSO4     0,02 g 
 NiCl2     0,02 g 
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 Na2MoO4    0,03 g 
 destilovaná voda 1 000 ml 
Připravené roztoky byly vždy sterilovány v tlakových hrncích po dobu 55 minut. Zatímco 
minerální media, produkční media a roztoky TES a MES byly sterilovány se zavřeným 
ventilem, roztoky glukosy a fruktosy byly sterilovány odděleně při otevřeném ventilu. 
Po vysterilování a vychlazení všech roztoků a medií bylo v laminárním boxu do 
minerálních medií přidáváno po 2,5 ml fruktosy (5 ml fruktosy / 100 ml media) a 50 µl 
roztoku MES (100 µl roztoku MES / 100 ml media). Do takto připravených medií bylo 
pipetováno po 5 ml inokula (10 % objemu media) Cupriavidus necator H16 nebo 
Cupriavidus necator PHB
−
4. 
Analogický postup byl uplatňován u přípravy produkčních medií, namísto fruktosy byla ale 
přidávána glukosy a namísto roztoku MES byl přidáván roztok TES. Produkční media byla 
používána pro kultivaci kmenů Burkholderia cepacia a Burkholderia sacchari. 
Stejně jako při přípravě inokul i zde byly všechna media připravována ve dvou paralelních 
pokusech. 
Připravené kultury byly po dobu 48−72 hodin kultivovány na třepačce (170 rpm) při 30 °C. 
3.5 Stanovení obsahu biomasy 
Po 48−72 hodinách kultivace bylo u jednotlivých kultur stanovováno množství biomasy, u 
všech kmenů kromě Cupriavidus necator PHB−4 byl následně ve vysušené biomase 
stanovován obsah polyhydroxyalkanoátů. 
3.5.1 Gravimetrické stanovení obsahu biomasy 
K měření obsahu biomasy bylo z příslušné kultury bakterií odebíráno 10 ml vzorku do 
centrifugační zkumavky, a to vždy ve dvou paralelních pokusech. Odebrané vzorky byly 
stáčeny v centrifuze při 6 000 rpm po dobu 5 minut, supernatant byl slit a k sedimentu bylo 
přidáno 10 ml destilované vody. Po rozsuspendování směsi na vortexu byly zkumavky opět 
stočeny. Supernatant byl opět slit, byl přidáván 1 ml destilované vody a směsi byly opět 
rozsuspendovány. Suspenze buněk byly kvantitativně převáděny do předem zvážených 
mikrozkumavek typu Eppendorf, ve kterých byly poté stáčeny při 10 000 rpm po dobu 
5 minut. Po odlití supernatantu byly otevřené zkumavky umísťovány do sušárny a sušeny až 
do dosažení konstantní hmotnosti (minimálně 24 hodin). 
Po úplném vysušení byly zkumavky zváženy na analytických vahách a byla stanovena 
množství biomasy (v g·l−1). 
3.5.2 Spektrofotometrické stanovení obsahu biomasy 
Stanovení biomasy bylo zpočátku prováděno i méně přesnější metodou, a to sledováním 
zákalu. Intenzita zákalu byla měřena spektrofotometricky při vlnové délce 630 nm oproti 
destilované vodě jako blanku. 
3.5.2.1 Příprava roztoků pro kalibraci 
Pro stanovení koncentrace biomasy v neznámých vzorcích byla nejdříve připravena řada 
kalibračních roztoků, a to vhodným ředěním suspenze buněk o známé koncentraci. Souběžně 
byla biomasa stanovována gravimetricky. Pro stanovení biomasy bylo odebráno 10 ml 
suspenze buněk. Suspenze byla centrifugována při 8 000 rpm po dobu 5 minut, supernatant 
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byl odlit a biomasa byla promyta 5% roztokem Trixonu X, poté byla směs opět stočena. Po 
opětovném slití supernatantu byla biomasa promyta destilovanou vodou a znovu 
zcentrifugována. Po odlití supernatantu byla biomasa kvantitativně převedena na misku o 
známé hmotnosti a sušena při 105 °C do konstantní hmotnosti. Z hmotnosti biomasy byla 
přepočtena koncentrace původního vzorku v g·l−1 [31]. 
3.5.2.2 Měření zákalu bakteriálních kultur 
Z každé připravené kultury byly odebrány vždy 3 vzorky. Kultura bakterie Cupriavidus 
necator H16 v NB mediu i v minerálním mediu byla před vlastním měřením přímo v kyvetě 
zředěna 10krát, kultura bakterie Burkholderia cepacia v NB i produkčním mediu byla zředěna 
30krát, a to vždy na celkový objem 3 ml. 
Obsah biomasy jednotlivých vzorků byl poté stanoven na základě získané kalibrační 
křivky. 
3.6 Stanovení obsahu PHA v biomase plynovou chromatografií s FID 
Ve vysušených biomasách bakteriálních kultur byl pomocí plynové chromatografie s FID 
(flame ionization detector – plamenově ionizační detektor) stanovován obsah PHA v biomase. 
Principem stanovení je hydrolýza polyesterů akumulovaných v biomase až na volné 
3-hydroxyalkanové kyseliny, které jsou následně kysele katalyzovanou esterifikací převedeny 
na nízkovroucí methylestery. Jednotlivé methylestery lze poté pomocí plynové 
chromatografie kvalitativně i kvantitativně stanovit. 
3.6.1 Příprava kalibračních směsí 
Pro stanovení obsahu PHA v biomase byla nejdříve připravena sada kalibračních roztoků. 
Kalibrační roztoky přitom obsahovaly směs 3-hydroxybutyrátu a 3-hydroxyvalerátu, které se 
mohly v různé míře v biomase použitých bakterií Cupriavidus necator H16, Burkholderia 
cepacia a Burkholderia sacchari vyskytovat. Kalibrační roztoky byly připraveny jako směsi 
příslušného množství zásobního roztoku kopolymeru PHBV, které byly doplněny na celkový 
objem 1 ml roztokem chloroformu. Do všech roztoků bylo přidáno vždy stejné množství 
interního standardu (ISTD) sloužícího k následnému vyhodnocení obsahů jednotlivých látek 
v chromatogramech. Přesné složení jednotlivých roztoků je uvedeno v Tab. 2. 
 
Tab. 2: Složení kalibračních roztoků pro stanovení obsahu PHA v biomase 
č.  
Vzásobní roztok
*
 
[ml] 
Vchloroform 
[ml] 
VISTD
**
 
[ml] 
c3HB 
[mgml] 
c3HV 
[mgml] 
1 0,05 0,95 0,8 0,537 9 0,073 4 
2 0,20 0,80 0,8 2,151 6 0,293 4 
3 0,40 0,60 0,8 4,303 2 0,586 8 
4 0,60 0,40 0,8 6,454 8 0,880 2 
5 0,80 0,20 0,8 8,606 4 1,173 6 
6 1,00 0 0,8 10,758 0 1,467 0 
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* Zásobní roztok byl připraven jako směs 0,048 9 g 3HB (88 %) + 3HV (12 %) se 4 ml 
chloroformu, která byla 20 minut v termoboxu udržována při 70 °C. 
**
 Směs sestávající z 15% kyseliny sírové v methanolu a 5 mgml interního standardu 
(kyselina benzoová). 
3.6.2 Příprava vzorků pro plynovou chromatografii 
Do vialek bylo vždy odebíráno přibližně 10 mg vysušené biomasy (příprava viz 
kapitola 3.5.1), byl přidán 1 ml chloroformu a 0,8 ml 15% kyseliny sírové v methanolu. 
Vialky byly posléze zazátkovány a směsi byly po dobu 3 hodin udržovány v termobloku při 
teplotě 94 °C. Po ukončení esterifikace byly směsi extrahovány 1 ml 0,05 M roztoku NaOH. 
Po oddělení vrstev bylo do nových vialek odebíráno vždy 50 µl spodní chloroformové fáze 
s obsahem methylesterů, bylo přidáno 950 µl chloroformu a vialky byly opatřeny zátkou. 
Analýza připravených vzorků, stejně jako analýza připravených kalibračních roztoků, byla 
provedena plynovou chromatografií s FID detektorem. 
3.7 Stanovení viability bakterií po působení stresových faktorů 
3.7.1 Příprava vzorků 
Z  kultur bakteriálních kmenů Cupriavidus necator H16, Cupriavidus necator PHB−4, 
Burkholderia cepacia a Burkholderia sacchari v příslušných mediích bylo do mikrozkumavek 
typu Eppendorf odpipetováno potřebné množství vzorku. Roztoky byly centrifugovány 
5 minut při 10 000 rpm. Supernatanty byly slity a buňky byly na vortexu rozsuspendovány 
v odpovídajícím množství PBS pufru. 
Složení PBS pufru: 
 NaCl     8 g 
 KCl     0,2 g 
 Na2HPO4  2 H2O 1,44 g 
 KH2PO4    0,24 g 
 destilovaná voda 1 000 ml 
Připravené suspenze byly rozdělovány do čistých Eppendorf mikrozkumavek po 250 µl. 
3.7.2 Působení stresových faktorů 
Na připravené suspenze buněk v mikrozkumavkách bylo působeno stresovými faktory, a to 
nejčastěji změnou teploty oproti optimální. Optimální teplota všech sledovaných 
mikroorganismů byla 30 °C, při níž byly submerzně kultivovány, a která byla brána jako 
kontrolní pro stanovení viability bakteriální populace bez vlivu stresových faktorů. 
3.7.2.1 Působení teplotního stresu na PHA produkující bakterie 
Vliv zvýšené teploty na viabilitu bakterií byl zkoumán u PHA produkujících bakterií, a to 
u kmenů Cupriavidus necator H16 a Burkholderia cepacia. Pro stanovení souvislosti mezi 
obsahem PHA v biomase a schopností odolávat zvýšeným teplotám byly uvedené kmeny 
submerzně kultivovány nejen ve specifických mediích pro dané kmeny (viz kapitola 3.4), ale i 
v komplexním NB mediu. 
 Experiment byl prováděn celkem dvakrát, přičemž jednotlivé série se lišily ve zvolených 
teplotách. V první sérii byly zvoleny teploty 50 °C, 60 °C a 100 °C, ve druhé potom 50 °C, 
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70 °C a 100 °C, aby bylo možné pozorovat postupný pokles viability bakteriálních buněk 
v rámci zvolených teplot. 
 Expozice zvýšené teplotě probíhala ve vodní lázni vyhřáté na příslušnou teplotu, a to po 
dobu 15 minut. 
3.7.2.2 Působení stresu mrazem na PHA produkující bakterie 
Stres mrazem byl aplikován na kmeny Burkholderia cepacia a Burkholderia sacchari, oba 
schopné produkovat PHA jako hlavní součást biomasy. Z kultur bakterií v produkčním mediu 
byly vzorky odebrány do zkumavek typu Falcon a následně byly umístěny do mrazáku, kde 
byly uchovány při teplotě −30 °C. 
 Před vlastním měřením byly vzorky rozpuštěny při pokojové teplotě a do mikrozkumavek 
typu Eppendorf byly naředěny PBS pufrem tak, aby koncentrace byla přibližně 106 buněk 
na 1 ml. 
3.7.2.3 Působení kombinovaných stresů 
Kombinovaným stresům, tedy ne pouze stresům spojeným se změnou teploty oproti optimu, 
byly vystaveny všechny bakterie, a to jak PHA produkující kmeny Cupriavidus necator H16, 
Burkholderia cepacia a Burkholderia sacchari, tak i PHA neprodukující mutantní kmen 
Cupriavidus necator PHB
−4. Pro analýzu byly použity kultury v příslušných minerálních či 
produkčních mediích po 72 hodinách kultivace. 
Vzorky v PBS pufru (příprava viz kapitola 3.7.1) byly rozpipetovány do osmi Eppendorf 
mikrozkumavek. Dvě sady po čtyřech mikrozkumavkách, tedy dva vzorky od každé bakterie, 
byly ponechány v PBS pufru. Zbývajících šest sad bylo 5 minut centrifugováno při 
10 000 rpm, přičemž supernatanty byly následně odlity. 
Posléze byly připraveny následující roztoky: 5% obj. roztok ethanolu a roztok PBS pufru, 
jehož pH bylo pomocí kyseliny octové upraveno na hodnotu přibližně 2. 
Jednotlivé kultury byly kromě jedné sady (jeden vzorek od každé bakterie reprezentující 
živé buňky v nestresované kultuře) vystaveny stresovým podmínkám, a to vždy po dobu 
15 minut. 
Stresové podmínky byly následující: 
 teplota 70 °C, 
 250 µl 5% obj. roztoku ethanolu, 
 250 µl PBS pufru o pH 2, 
 125 µl 5% obj. roztoku ethanolu + 125 µl PBS pufru o pH 2, 
 250 µl 5% obj. roztoku ethanolu při teplotě 70 °C, 
 250 µl PBS pufru o pH 2 při teplotě 70 °C, 
 125 µl 5% obj. roztoku ethanolu + 125 µl PBS pufru o pH 2 při zvýšené teplotě 70 °C. 
3.7.3 Stanovení viability pomocí průtokového cytometru 
Po uplynutí expozice daného stresového faktoru byly všechny vzorky (vyjma buňky 
exponované mrazu – viz kapitola 3.7.2.2) stáčeny při 10 000 rpm po dobu 5 minut. 
Supernatanty byly odlity a k jednotlivým vzorkům bylo přidáno 250 µl PBS pufru. Po 
rozsuspendování byly všechny vzorky naředěny do nových mikrozkumavek na celkový objem 
1 ml tak, aby koncentrace byla přibližně 106 buněk na 1 ml. 
30 
 
Do připravených zředěných vzorků v PBS pufru bylo přidáváno 5 µl roztoku propidium 
jodidu (koncentrace 1 mgml). Viabilita buněk v jednotlivých vzorcích byla po promíchání a 
uplynutí doby nutné pro účinné obarvení (asi 10 minut) proměřována na průtokovém 
cytometru. 
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4 VÝSLEDKY A DISKUZE 
4.1 Kalibrace metod 
4.1.1 Kalibrační křivka pro stanovení biomasy na základě intenzity zákalu 
Intenzita zákalu pro stanovení obsahu biomasy byla jako metoda brána pouze orientačně, pro 
její měření byly použity vždy tři paralelní pokusy měření absorbance. 
 Roztoky o známé koncentraci biomasy (příprava viz kapitola 3.5.2.1) pro stanovení 
kalibrační řady byly postupně proměřeny na spektrofotometru při 630 nm oproti destilované 
vodě jako blanku. Ze získaných hodnot byla posléze stanovena kalibrační přímka, z jejíž 
regresní rovnice bylo možno stanovit koncentrace biomasy v neznámých vzorcích. 
Tab. 3: Kalibrační řada pro stanovení koncentrace biomasy na základě intenzity zákalu [31] 
c [g·l−1] A630 
0,042 6 0,100 
0,085 2 0,166 
0,127 8 0,280 
0,170 4 0,381 
0,213 0 0,447 
0,255 6 0,572 
0,298 2 0,628 
0,340 8 0,720 
0,383 4 0,784 
0,426 0 0,873 
 
 
Obr. 9: Kalibrační přímka pro stanovení obsahu biomasy ve vzorku na základě intenzity zákalu [31] 
4.1.2 Kalibrační křivka pro stanovení obsahu PHA v biomase 
Připravená kalibrační řada roztoků (viz kapitola 3.6.1) byla proměřena na plynovém 
chromatografu. Z jednotlivých chromatogramů byly následně odečteny plochy píků 
odpovídající jednotlivým přítomným analytům. 
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Tab. 4: Plochy píků odečtené z chromatogramů kalibračních roztoků 
č.  
plocha 
píku 3HB 
plocha 
píku 3HV 
plocha píku 
ISTD 
3HB/ISTD 3HV/ISTD 
1 1 049 0 51 666 0,020 3 0 
2 4 391 1 014 58 039 0,075 7 0,017 5 
3 13 520 2 081 66 872 0,202 2 0,031 1 
4 22 318 4 887 67 723 0,329 5 0,072 2 
5 30 641 5 756 62 630 0,489 2 0,091 9 
6 34 997 6 349 51 833 0,675 2 0,122 5 
 
Ze závislosti poměru ploch píku dané látky (3HB, 3HV) k ploše píku interního standardu 
(ISTD) na koncentraci látky byly sestrojeny kalibrační přímky. 
4.1.2.1 Kalibrační přímka pro stanovení obsahu 3HB v biomase 
 
Obr. 10: Kalibrační přímka 3HB 
4.1.2.2 Kalibrační přímka pro stanovení obsahu 3HV v biomase 
 
Obr. 11: Kalibrační přímka 3HV 
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4.2 Porovnání viability PHA produkujících bakterií Cupriavidus 
necator H16 a Burkholderia cepacia po prodělání teplotního stresu 
v závislosti na obsahu PHA v biomase 
Každý druh šoku, kterému jsou bakterie vystaveny, může vést k ovlivnění funkčnosti buněčné 
stěny a ke zlepšení nebo častěji poškození normální fyziologické a vitální aktivity buněk. 
Vlivem teplotního stresu dochází k postupnému zužování buněčné stěny a k následnému 
vzniku mikrotrhlin a mikrootvorů. V buňce přitom dochází k deaktivaci citlivých enzymů a 
ribozomů, což má za následek snížení celkové biologické aktivity až smrt [32]. 
Za účelem stanovení souvislosti mezi obsahem PHA v biomase a schopností odolávat 
teplotnímu stresu byly PHA produkující bakteriální kmeny Cupriavidus necator H16 a 
Burkholderia cepacia submerzně kultivovány jednak v komplexním živném NB mediu, 
jednak v mediích nejvhodnějších pro produkci biomasy s vysokým obsahem PHA (viz 
kapitola 3.4). 
4.2.1 Stanovení obsahu biomasy v závislosti na typu media 
Obsah biomasy v jednotlivých bakteriálních kulturách byl po 48hodinové kultivaci stanoven 
gravimetricky a spektrofotometrickou metodou, která byla brána pouze jako orientační. 
4.2.1.1 Gravimetrické stanovení obsahu biomasy v závislosti na kultivačním mediu 
Gravimetrické stanovení obsahu biomasy v 10 ml jednotlivých bakteriálních kulturách bylo 
stanovováno ve dvou paralelních pokusech za účelem eliminace chyby. 
Tab. 5: Gravimetricky stanovený obsah biomasy u různých producentů PHA v závislosti 
na kultivačním mediu 
producent PHA medium 
c1 
[g·l−1] 
c2 
[g·l−1] 
ϕ c [g·l−1] smodch 
Cupriavidus necator H16 NB 1,78 1,78 1,78 0 
Cupriavidus necator H16 minerální 7,78 6,66 7,22 0,79 
Burkholderia cepacia NB 1,41 1,45 1,43 0,03 
Burkholderia cepacia produkční 4,73 3,68 4,21 0,74 
 
 
Obr. 12: Gravimetricky stanovený obsah biomasy u různých producentů PHA v závislosti na 
kultivačním mediu 
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Gravimetricky byl stanoven největší obsah biomasy u kultury Cupriavidus necator H16 
kultivované v minerálním mediu, a to 7,22 g∙l−1. Nejmenší koncentrace buněk byla v kultuře 
bakterie Burkholderia cepacia v NB mediu. Z experimentálně stanovených hodnot lze vyčíst, 
že množství biomasy v minerálním a produkčním mediu byly oproti množstvím biomasy v 
NB mediu při stejné době kultivace (48 hodin) přibližně trojnásobné. 
4.2.1.2 Spektrofotometrické stanovení obsahu biomasy v závislosti na kultivačním mediu 
Jednotlivé vzorky byly před vlastním měřením zředěny tak, aby hodnota absorbance spadala 
do rozmezí odpovídajícímu kalibrační přímce (viz kapitola 3.5.2.2). Absorbance byla měřena 
při 630 nm oproti destilované vodě. 
Množství biomasy v proměřovaných vzorcích bylo při vyhodnocení přepočteno na původní 
nezředěné bakteriální kultury. 
Tab. 6: Naměřené hodnoty absorbancí při 630 nm a odpovídající hodnoty množství biomasy pro 
jednotlivé kultury v závislosti na kultivačním mediu 
producent PHA medium A1 A2 A3 ϕA  c [g·l
−1
] 
Cupriavidus necator H16 NB 0,459 0,477 0,480 0,472 2,250 
Cupriavidus necator H16 minerální 0,583 0,638 0,656 0,626 2,983 
Burkholderia cepacia NB 0,150 0,172 0,163 0,162 2,312 
Burkholderia cepacia produkční 0,623 0,671 0,599 0,631 9,024 
 
Metodou měření intenzity zákalu bylo největší množství biomasy stanoveno u kultury 
bakterie Burkholderia cepacia v produkčním mediu, obsah biomasy u ostatních vzorků byl 
přibližně srovnatelný. Z hodnot lze dále vyčíst, že množství biomasy kultur ve specifických 
živných mediích byla větší než množství biomasy v komplexních NB mediích. 
 
Výsledky stanovení obsahu biomasy gravimetrickou a spektrofotometrickou metodou byly 
rozdílné, v dalších experimentech byla proto využívána pouze gravimetrická metoda, která je 
považována za přesnější. 
I přes rozdílné výsledky metod lze konstatovat, že množství biomasy u kmene 
Burkholderia cepacia v produkčním mediu, stejně jako u kmene Cupriavidus necator H16 
v minerálním mediu, bylo vždy větší než v NB mediu. 
4.2.2 Stanovení obsahu PHA v biomase v závislosti na kultivačním mediu 
Obsah polyhydroxyalkanoátů v biomase jednotlivých vzorků (příprava viz kapitola 3.6.2) byl 
stanoven pomocí plynové chromatografie s plamenovým ionizačním detektorem.  
Z chromatogramů byly na základě retenčních časů odečteny plochy píků daných analytů a 
stejně jako u kalibračních roztoků byl vyhodnocen parametr plochy píku přítomného 
monomeru PHA k ploše píku interního standardu. Z tohoto parametru byl na základě 
kalibračních přímek monomerů (viz kapitoly 4.1.2.1 a 4.1.2.2) stanoven obsah 3HB či 3HV 
v biomase. 
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Tab. 7: Obsah PHA v biomase jednotlivých kultur v závislosti na použitém kultivačním mediu 
č. 
producent 
PHA 
medium 3HB/ISTD 
c3HB 
[mg·ml−1] 
navážka 
biomasy 
[mg] 
 obsah 
3HB 
[%] 
ϕ 
obsah 
3HB 
[%] 
smodch 
1 
Cupriavidus 
necator H16 
NB 
0,040 8 0,710 4 9,7 7,32 
4,68 3,735 0 
2 0,012 8 0,222 6 10,9 2,04 
3 
minerální 
0,409 9 7,128 1 9,4 75,83 
67,67 11,538 2 
4 0,373 0 6,486 9 10,9 59,51 
5 
Burkholderia 
cepacia 
NB 
0,000 7 0,011 6 9,2 0,13 
0,27 0,201 2 
6 0,002 4 0,041 9 10,2 0,41 
7 
produkční 
0,389 4 6,771 8 9,9 68,40 
66,26 3,0255 
8 0,405 6 7,053 6 11,0 64,12 
 
 
Obr. 13: Obsah 3HB v biomase jednotlivých kultur v závislosti na typu kultivačního media 
Chromatograficky bylo stanoveno největší zastoupení PHB v biomase u kultury 
Cupriavidus necator H16 v minerálním mediu, které bylo srovnatelné s kulturou 
Burkholderia cepacia v produkčním mediu. Obsah PHB v biomase u bakterií kultivovaných 
v NB mediu byl viditelně menší, což bude nejspíš způsobeno vysokým obsahem dusíku 
v komplexních mediích a také nižší celkovou koncentrací uhlíkatého substrátu. Obsah 3HV 
v polymeru nebyl v žádné z analyzovaných kultur pozorován. 
4.2.3 Viabilita bakterií po vystavení teplotnímu stresu 
Viabilita, tedy množství živých bakteriálních buněk, byla stanovována pomocí průtokové 
cytometrie. Teplotní optimum zkoumaných bakterií je přibližně 30 °C, při této teplotě byly 
buňky v průběhu submerzní kultivace udržovány. Odolnost vůči teplotnímu stresu byla 
zkoumána při zvolených teplotách 50 °C, 60 °C, 70 °C a při 100 °C. Zatímco při laboratorní 
teplotě bez vlivu stresových faktorů bylo očekáváno nejvyšší procento živých buněk, při 
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100 °C by měla být viabilita minimální, v kultuře by se měly vyskytovat převážně mrtvé 
bakteriální buňky. 
Jednotlivé vzorky byly přitom před analýzou na průtokovém cytometru obarveny 
propidium jodidem (PI), který patří mezi tzv. interkalační činidla. Jedná se o skupinu látek, 
které se vmezeřují do DNA mrtvých buněk za současného zvýšení intenzity fluorescence 
v příslušné oblasti spektra. Živé buňky tato činidla intenzivně exkludují ven, čímž je 
zabráněno navázání se do DNA a buňky poté nefluoreskují [28]. 
 
Obr. 14: Scattergram s označenou populací buněk (SALS – Small angle light scattering, LALS – Large 
angle light scattering) 
 
Obr. 15: Označená populace singletů 
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4.2.3.1 Teplotní stres zprostředkovaný působením horkého vzduchu 
Vzorky v mikrozkumavkách byly vystaveny příslušným teplotám, přičemž ohřev byl 
zprostředkován působením horkého vzduchu. 
Tab. 8: Procenta živých buněk po vystavení teplotnímu stresu horkým vzduchem pro kultury v různých 
mediích 
  
živé buňky [%] 
producent PHA medium laboratorní teplota 50 °C 60 °C 100 °C 
Cupriavidus necator H16 NB 99,6 96,4 91,5 14,7 
Cupriavidus necator H16 minerální 98,0 97,4 97,3 91,3 
Burkholderia cepacia NB 98,2 92,1 92,0 2,0 
Burkholderia cepacia produkční 99,3 97,7 97,6 1,4 
 
 
Obr. 16: Procenta živých buněk kultivovaných v různých mediích po vystavení teplotnímu stresu 
působením horkého vzduchu 
Z naměřených hodnot je patné, že u všech kultur byl se zvyšující se teplotou pozorován 
úbytek živých buněk, což byl očekávaný trend. Malá množství mrtvých buněk byla 
detekována i při laboratorní teplotě. Viabilita buněk obsahujících větší množství PHA byla 
vždy vyšší než u buněk kultivovaných na NB mediu, tedy jen s malým množstvím PHA v 
biomase. Tyto výsledky nám naznačují, že přítomnost PHB granulí v bakteriálních buňkách 
částečně navyšuje jejich odolnost vůči teplotnímu stresu. Vysoké množství živých buněk 
bakterie Cupriavidus necator H16 při teplotě 100 °C bylo nejspíše zapříčiněno nedostatečným 
zahřátím vzorku.  
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4.2.3.2 Teplotní stres zprostředkovaný ohřevem ve vodní lázni 
Vzorky v mikrozkumavkách byly vystaveny příslušným teplotám, ohřev byl přitom prováděn 
ve vodní lázni. 
Tab. 9: Histogramy pro vyhodnocení vlivu teplot na bakterie v MM a PM 
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Z histogramů byla odečtena množství mrtvých buněk v analyzované buněčné populaci, 
přičemž v jednotlivých vzorcích bylo analyzováno nejméně 1 000 buněk.   
Tab. 10: Procenta živých buněk po vystavení teplotnímu stresu ve vodní lázni pro kultury v různých 
mediích 
  
živé buňky [%] 
producent PHA medium laboratorní teplota 50 °C 70 °C 100 °C 
Cupriavidus necator H16 NB 99 91,2 70,6 5,8 
Cupriavidus necator H16 minerální 97,1 87,2 52,2 26,0 
Burkholderia cepacia NB 86 68,1 62,2 20,8 
Burkholderia cepacia produkční 94,9 80,0 72,7 57,9 
 
 
Obr. 17: Procenta živých buněk kultivovaných v různých mediích po vystavení teplotnímu stresu ve 
vodní lázni 
Z naměřených hodnot je opět patné, že u všech kultur byl se zvyšující se teplotou 
pozorován očekávaný úbytek živých buněk. Nejvyšší počet živých buněk po expozici teplotě 
100 °C byl pozorován u bakterie Burkholderia cepacia v produkčním mediu, nejnižší naopak 
u kultury Cupriavidus necator H16 v NB mediu. 
Při porovnání metod ohřevu je patrné, že ohřev ve vodní lázni je efektivnější než ohřev 
horkým vzduchem, proto byla tato metoda uplatňována i dále. Ačkoliv v průběhu zvyšování 
teploty v několika případech vykazovaly vyšší viabilitu bakterie kultivované v NB mediu, 
tedy s nižším obsahem PHB v biomase, při teplotě 100 °C byla viabilita vždy vyšší u bakterií 
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v minerálních či produkčních mediích, což potvrzuje naše pozorování z předchozího 
experimentu a dokazuje potenciální ochrannou funkci PHB granulí v bakteriálních buňkách. 
Při posuzování viability po prodělání teplotního stresu jednotlivých bakterií v rámci dvou 
rozdílných medií je však zapotřebí zohlednit také fakt, že se bakterie vlivem charakteru medií 
nacházely v jiném fyziologickém stavu, což mohlo do jisté míry ovlivnit odolnost bakterií 
vůči stresovým podmínkám. 
4.3 Porovnávání viability PHA produkujících bakterií Burkholderia cepacia 
a Burkholderia sacchari po prodělání šoku mrazem 
Vlivem chladového šoku (šoku mrazem) dochází ke změně velikosti a objemu buněk a také 
ke změně propustnosti buněčné stěny, ve které vznikají důsledkem zatuhnutí lipidů 
hydrofobní díry [32]. Při postupném mražení vznikají v cytoplasmě krystalky vody, které mají 
za následek zvětšování objemu buňky a zároveň mohou zapříčinit perforaci buněčné stěny. 
Za účelem stanovení souvislosti mezi obsahem PHA v biomase a schopnosti odolávat 
stresu mrazem byly kultivovány PHA produkující kmeny Burkholderia cepacia 
a Burkholderia sacchari po dobu 72 hodin na produkčním mediu, které je pro produkci 
polymeru nejvhodnější. 
4.3.1 Stanovení obsahu biomasy 
Obsah biomasy byl stanoven gravimetricky, a to z 10 ml bakteriální kultury v produkčním 
mediu ve dvou paralelních pokusech. 
Tab. 11: Gravimetricky stanovené množství biomasy 
producent PHA c1 [g·l
−1
] c2 [g·l
−1
] ϕ c[g·l−1] smodch 
Burkholderia cepacia 1,51 1,42 1,465 0,064 
Burkholderia sacchari 3,07 3,11 3,090 0,028 
  
Množství biomasy bakterie Burkholderia sacchari bylo 3,09 g·l−1, což odpovídalo více než 
dvojnásobku množství biomasy kultury bakterie Burkholderia cepacia.  
4.3.2 Stanovení obsahu PHA v biomase 
Obsah PHA v biomase byl stanoven z navážky přibližně 10 mg vysušené biomasy pomocí 
plynové chromatografie s FID (příprava vzorků viz kapitola 3.6.2). Z chromatogramů byly 
odečteny plochy píků jednotlivých analytů a množství analytů byla dopočítána na základě 
regresních rovnic kalibračních přímek. 
 
Tab. 12: Obsah PHA v biomase u kmenů Burkholderia cepacia a Burkholderia sacchari 
č. producent PHA 3HB/ISTD 
c3HB 
[mgml-1] 
navážka 
biomasy 
[mg] 
 obsah 
3HB 
[%] 
ϕ obsah 
3HB 
[%] 
smodch 
1 
Burkholderia cepacia 
0 0 10,4 0 
0 0 
2 0 0 11,0 0 
3 
Burkholderia sacchari 
0,479 0 4,858 2 10,5 46,27 
45,12 1,617 
4 0,451 0 4,574 0 10,4 43,98 
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Zatímco u kmene Burkholderia cepacia nebyl detekován žádný obsah PHA v biomase, 
což bylo nejspíše způsobeno špatným fyziologickým stavem kultury, u kmene Burkholderia 
sacchari představoval PHB 45,12 % biomasy. U žádné kultury nebyl pozorován výskyt 
monomeru 3HV. 
4.3.3 Viabilita bakterií po prodělání šoku mrazem 
Viabilita bakteriálních buněk kultivovaných po dobu 72 hodin v produkčním mediu byla 
proměřena po dlouhodobém vystavení vzorků teplotě −30 °C a následném rozpuštění při 
laboratorní teplotě. 
Tab. 13: Množství živých buněk B. cepacia a B. sacchari po prodělání šoku mrazem 
producent PHA živé buňky [%] 
Burkholderia cepacia 78,5 
Burkholderia sacchari 98,2 
 
Z uvedených výsledků je patrné, že vyšší odolnost vůči mrazovému šoku vykazovala 
bakterie Burkholderia sacchari. U tohoto kmene byla při analýze složení biomasy rovněž 
detekována přítomnost významného množství PHA. 
Na základě výsledků tedy lze předpokládat, že obsah PHA v biomase má spojitost se 
schopností buněk odolávat mražení. Při procesu biosyntézy PHA v průběhu 72hodinové 
kultivace patrně docházelo na úkor nárůstu objemu buňky vlivem intracelulárních granulí 
k redukování volného prostoru uvnitř bakteriálních buněk. Tento jev mohl při následném 
mražení zabraňovat krystalkům vody v rozpínání se v buňkách, čímž mohl efektivně zabránit 
porušení buněčných struktur vedoucímu ke smrti buněk. 
4.4 Porovnání viability PHA produkujících kmenů Cupriavidus necator H16, 
Burkholderia cepacia a Burkholderia sacchari a PHA neprodukující 
bakterie Cupriavidus necator PHB
−
4 v závislosti na prodělaném stresu 
Obecná reakce buněk po vystavení stresovým podmínkám primárně spočívá v přechodu na 
stresový metabolismus za současného pozastavení replikačního aparátu, u stresovaných buněk 
tedy nedochází k množení ani k růstu. Mechanismus reakce na jednotlivé stresové faktory se 
však může lišit. Jedním z faktorů, které ovlivňují průběh stresové odezvy, je stav buněčné 
stěny, která se nachází v přímém kontaktu s vnějším prostředím a mj. rozhoduje, co do buňky 
pronikne a co nikoli [33]. 
V experimentu byly buňky vystaveny kromě teplotního šoku i šoku způsobenému nízkým 
pH. Volné vodíkové kationy nejsou schopny procházet buněčnou stěnou, mohou však 
denaturovat proteiny na jejím povrchu a extracelulární enzymy. Ačkoli při nízkém pH 
dochází k pozastavení růstu a dělení, buňky mohou stále zůstat metabolicky aktivní. Pro 
přežití za těchto podmínek jsou však kladeny větší požadavky na energii než při pH optimu. 
Energie je zapotřebí pro správnou činnost protonových pump, které čerpají protony ven 
z buňky, a zodpovídají za udržení pH homeostázy, protože právě hodnota intracelulárního pH 
je pro přežití buňky rozhodující [33]. 
Posledním testovaným stresovým faktorem byla přítomnost ethanolu. Vzhledem ke své 
velikosti a povaze může ethanol samovolně procházet buněčnou stěnou a je také produktem 
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metabolismu některých anaerobních mikroorganismů (alkoholové kvašení). Pro tyto 
mikroorganismy může následně působit jako stresový faktor. Přítomnost většího množství 
ethanolu v extracelulárním prostoru vyvolává změny ve složení lipidů v membráně a 
ovlivňuje i její další funkce [34]. 
Bakteriální buňky PHA produkujících kmenů Cupriavidus necator H16, Burkholderia 
cepacia a Burkholderia sacchari a PHA neprodukujícího kmene Cupriavidus necator PHB−4 
byly vystaveny působení jednak jednotlivých stresových faktorů, a to zvýšené teplotě 70 °C, 
nízkému pH (pH ≈ 2), 5% obj. ethanolu, a jednak jejich kombinacím. 
4.4.1 Stanovení obsahu biomasy jednotlivých kultur 
Obsah biomasy jednotlivých bakteriálních kultur byl stanoven gravimetricky z 10 ml vzorků 
ve dvou paralelních pokusech. 
Tab. 14: Gravimetricky stanovené množství biomasy 
producent PHA medium c1 [g∙l
−1
] c2 [g∙l
−1
] ϕ c [g∙l−1] smodch 
Cupriavidus necator H16 minerální 5,08 5,18 5,13 0,071 
Cupriavidus necator PHB
−
4 minerální 2,52 2,68 2,60 0,113 
Burkholderia cepacia produkční 3,60 3,60 3,60 0 
Burkholderia sacchari produkční 4,50 4,21 4,36 0,205 
 
 
Obr. 18: Obsah biomasy v jednotlivých bakteriálních kulturách 
 Největší množství biomasy bylo stanoveno u kmene Cupriavidus necator H16 , nejmenší u 
kmene Cupriavidus necator PHB
−
4. 
4.4.2 Stanovení obsahu PHA u PHA produkujících bakterií 
Obsah PHA byl stanovován pouze u PHA produkujících kmenů Cupriavidus necator H16, 
Burkholderia cepacia a Burkholderia sacchari, a to z navážky přibližně 10 mg vysušené 
biomasy pomocí plynové chromatografie s FID (příprava vzorků viz kapitola 3.6.2). 
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Z chromatogramů byly odečteny plochy píků odpovídajících jednotlivým analytů a jejich 
množství byla následně dopočítána na základě regresních rovnic kalibračních přímek. 
Tab. 15: Obsah 3HB v biomase u PHA produkujících bakterií 
č. producent PHA 3HB/ISTD 
c3HB 
[mgml-1] 
navážka 
biomasy 
[mg] 
 obsah 
3HB 
[%] 
ϕ obsah 
3HB 
[%] 
smodch 
1 Cupriavidus 
necator H16 
0,550 9 6,053 6 9,8 61,77 
60,35 2,006 
2 0,541 7 5,952 4 10,1 58,94 
3 Burkholderia 
cepacia 
0,648 0 7,120 5 10,1 70,50 
67,97 3,573 
4 0,583 7 6,413 8 9,8 65,45 
5 Burkholderia 
sacchari 
0,551 2 6,056 6 10,3 58,80 
57,48 1,869 
6 0,531 5 5,840 5 10,4 56,16 
 
 
Obr. 19: Obsah PHA v biomase u PHA produkujících bakterií 
 Největší obsah PHB byl detekován u kmene Burkholderia cepacia v produkčním mediu 
s obsahem glukosy. Obsah PHB u zbývajících kmenů byl srovnatelný. 
4.4.3 Viabilita bakterií po prodělání teplotního, ethanolového a kyselého šoku a 
jejich kombinacích 
Doba expozice jednotlivým stresovým faktorům i jejich kombinacím byla 15 minut, následně 
byly buňky převedeny do PBS pufru a po odpovídajícím naředění (přibližně 106 buněk v 1 ml 
vzorku) a obarvení propidium jodidem byla na průtokovém cytometru proměřena jejich 
viabilita. 
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Tab. 16:Viability živých buněk a buněk po vystavení různým stresovým faktorům 
 
C. necator H16 C. necator PHB
−
4 B. cepacia B. sacchari 
podmínky živé buňky [%] 
před expozicí 99,4 99,6 99,7 99,7 
70 °C 68,2 53,5 9,3 5,3 
pH 2 79,2 6,2 77,0 2,5 
5% obj. EtOH  98,6 98,2 99,3 99,4 
pH 2 + 70 °C 5,8 3,3 2,2 3,0 
5% obj. EtOH + 70 °C 79,8 10,8 4,1 1,6 
5% obj. EtOH + pH 2 84,3 90,0 55,7 25,2 
5% obj. EtOH + pH 2 + 70 °C 3,6 4,8 1,1 1,5 
 
Obr. 20: Porovnání viability jednotlivých bakterií po prodělání různých typů stresů 
Z Obr. 20 je patrné, že viabilita všech bakteriálních kmenů byla hned po kultuře bez vlivu 
stresových faktorů nejvyšší v případě, kdy byly bakterie stresovány ethanolem s koncentrací 
5 % obj.. Z hlediska vlivu ethanolového stresu je rozdíl mezi viabilitou PHA produkujících 
bakterií a PHA neprodukující bakterie minimální. Vliv teploty byl oproti ethanolovému 
významnější, nejvíce se projevil na viabilitě kmene B. sacchari a B. cepacia, nejméně naopak 
u C. necator H16. Zatímco kultura C. necator H16 obsahovala v biomase 60,37 % PHB, 
kultura s druhou největší viabilitou žádný PHA v biomase neobsahovala. Vliv nízkého pH se 
nejvíce podepsal na viabilitě kmene bez obsahu PHA a taktéž na kmenu B. sacchari, 
s obsahem PHB 57,48 %. Vliv na bakterie s větším množstvím PHB v biomase byl menší než 
vliv zvýšené teploty. 
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 Z kombinovaných stresů měl na viabilitu buněk nejmenší vliv stres způsobený kombinací 
ethanolu a nízkého pH v poměru 1:1, kdy byl vliv pH jako téměř nejvýznamnějšího 
samostatného stresového faktoru ovlivněn vlivem nejslabšího faktoru v podobě ethanolu. 
Větší vliv měla kombinace ethanolu a zvýšené teploty. Nejvíce odolná byla kultura bakterie 
C. necator H16 s 79,8 % živých buněk, viabilita ostatní bakterií byla 8−20krát menší, největší 
vliv se přitom projevil u kmene B. sacchari. Kombinací nízkého pH a vysoké teploty výrazně 
klesla viabilita všech kmenů, největší množství živých buněk se nacházelo u bakterie 
C. necator H16, a to pouze 5,8 %. Pro kmen C. necator PHB
−
4 byla tato kombinace 
z hlediska úmrtnosti buněk nejvíce významná. Absolutně největší vliv na viabilitu měla 
kombinace ethanolu, nízkého pH a zvýšené teploty. Největší procento živých buněk se 
nacházelo u bakterie C. necator PHB−4, konkrétně 4,8 %. U ostatních bakterií byla viabilita 
při těchto podmínkách absolutně nejmenší, dosahovala maximálně 3,6 %. 
Při porovnání samostatných faktorů měly největší vliv teplota a nízká hodnota pH, nejnižší 
naopak ethanol. Při kombinovaných stresových faktorech lze sledovat, jak velký vliv na 
viabilitu má teplota.  Při kombinaci se zvýšenou teplotou docházelo k významnému poklesu 
viability i u vzorků s obsahem ethanolu a směsi ethanolu a nízkého pH. 
Vliv PHA na schopnost odolávat stresovým podmínkám lze nejlépe porovnávat na základě 
viability bakterie C. necator H16 a jejího mutanta C. necator PHB−4 bez obsahu PHB 
v biomase. Z naměřených dat vyplývá, že s výjimkou odolnosti vůči stresu způsobenému 
současně ethanolem a nízkým pH a kombinaci všech tří stresových faktorů, vykazovaly vyšší 
viabilitu buňky bakterie C. necator H16. PHB akumulovaný v biomase kmene tedy hrál roli 
při adaptaci buněk na teplotní stres, dále při adaptaci na stres způsobený nízkým pH, nejspíše 
prostřednictvím zajištění efektivní činnosti protonových pump za účelem udržení stálého 
intracelulárního pH, a rovněž při odolnosti vůči stresu zprostředkovaného ethanolem 
v kombinaci se zvýšenou teplotou. 
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5 ZÁVĚR 
 Cílem práce bylo stanovit souvislost mezi schopností bakterií odolávat teplotnímu 
stresu a akumulovat PHA, která již byla v literatuře vícekrát diskutována. 
 Pro experimentální práci byly využity bakteriální kmeny Cupriavidus necator H16, 
Burkholderia cepacia a Burkholderia sacchari, které spojuje schopnost tvořit za 
vhodných podmínek polyhydroxyalkanoáty ve formě intracelulárních granulí, a 
mutantní kmen Cupriavidus necator PHB−4, který PHA neprodukuje. Vhodné 
podmínky přitom spočívají převážně ve zdroji živin a teplotě kultivace, ta byla 
udržována na hodnotě odpovídající teplotnímu optimu bakterií (30 °C). Jako zdroj 
uhlíku využívá kmen Cupriavidus necator H16 fruktosu, součást minerálního media, 
pro kmeny Burkholderia cepacia a Burkholderia sacchari je vhodnějším zdrojem 
glukosa, součást produkčního media. PHA neprodukující kmen Cupriavidus necator 
PHB
−4 byl kultivován v minerálním mediu. Veškeré polyhydroxyalkanoáty obsažené 
v biomase byly ve formě poly(3-hydroxybutyrátu) (PHB), což bylo zapříčiněno 
zdrojem uhlíku. 
 Při prvním experimentu s kmeny C. necator H16 a B. cepacia byl rozdílný obsah PHB 
v biomase na specifickém a komplexním NB mediu využit k posouzení vlivu tohoto 
polymeru, jenž je produkován jako zásobní látka a zdroj uhlíku, na viabilitu bakterií 
po prožití teplotního stresu. Z experimentálně získaných dat lze vyvodit, že bakterie 
akumulující ve velkém množství PHB byly při působení teplotního stresu lehce 
odolnější. Při porovnání viability bakterií kultivovaných v  komplexním NB mediu a 
specifickém mediu je ale zapotřebí brát do úvahy fakt, že se jednotlivé kultury nachází 
v jiném fyziologickém stavu. Na NB mediu dochází k rychlému nárůstu biomasy, což 
je způsobeno velkým obsahem živin, které se v mediu nacházejí. Přitom však 
v důsledku vysokého obsahu dusíku téměř nedochází k tvorbě zásobních látek. Při 
kultivaci na specifickém mediu je nárůst biomasy pomalejší, ale bakterie efektivně 
utilizují v něm obsažené živiny k tvorbě zásobních látek především v podobě PHB, a 
to až do 70 % obsahu biomasy. 
 Druhým posuzovaným stresovým faktorem ovlivňujícím viabilitu bakterií byl 
mrazový šok při teplotě −30 °C. Při tomto experimentu byly využity PHA produkující 
kmeny B. cepacia a B. sacchari. Obsah PHB u B. sacchari byl přibližně 45 %, 
u B. cepacia nebyl žádný PHB detekován, a to nejspíše vlivem špatného 
fyziologického stavu kultury, protože při stejných podmínkách kultivace u jiných 
experimentů představoval obsah PHB minimálně 65 % biomasy. Na základě 
experimentálního posouzení viability lze říci, že obsah PHA v biomase má spojitost se 
schopností buněk odolávat chladovému stresu. Při procesu biosyntézy PHB nejspíše 
docházelo na úkor nárůstu intracelulárních granulí k redukci volného prostoru uvnitř 
bakteriálních buněk. Redukce volné cytoplasmy mohla při následném mražení 
zabraňovat krystalkům vody v rozpínání se v buňkách, čímž mohlo být efektivně 
zabráněno porušování buněčných struktur vedoucímu až ke smrti buněk. 
 Poslední experiment byl zaměřen na porovnávání viability všech bakteriálních 
producentů PHA i PHA neprodukujícího kmene po prodělání stresů působením teploty 
70 °C, 5% obj. ethanolu, nízkého pH (pH ≈ 2) a dále všem jejich kombinacím. Vliv 
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samotného ethanolu na viabilitu buněk byl nepatrný. Zvýšené teplotě lépe odolávaly 
bakterie rodu Cupriavidus, větší počet živých buněk však byl u kmene C. necator H16 
s 60 % PHB v biomase. Stresu způsobenému nízkým pH nejlépe odolávaly kmeny 
s vysokým obsahem PHB C. necator H16 a B. cepacia, které nejspíše na rozdíl od 
B. sacchari  utilizovaly akumulovaný polymer k zisku energie pro efektivní činnost 
protonových pump za účelem udržení stálého intracelulárního pH. 
 Při kombinaci jednotlivých stresových faktorů s teplotou docházelo k významným 
poklesům viability všech kmenů, přičemž největší počty živých buněk byly u kmene 
C. necator H16. Při kombinacích stresů s teplotou byly rozdíly mezi viabilitou PHA 
produkujících bakterií a PHA neprodukující bakterie patrné pouze u zástupců rodu 
Cupriavidus. Největší vliv na viabilitu měla kombinace všech tří stresových faktorů. 
 Pro posouzení vlivu PHA na schopnost odolávat stresovým faktorům je nejvhodnější 
porovnávat viability bakterií C. necator H16 a C. necator PHB−4 po expozici těmto 
faktorům, jelikož se de facto jedná o stejné bakterii lišící se pouze schopností 
akumulace PHB v biomase. Na základě provedeného experimentu lze konstatovat, 
že s výjimkou odolnosti vůči stresu způsobenému současně ethanolem a nízkým pH 
a kombinaci všech tří výše uvedených faktorů, vykazovala vyšší viabilitu bakterie 
C. necator H16. Z výsledků tedy vyplývá, že PHB akumulovaný v biomase kmene 
C. necator H16 sehrál klíčovou roli při adaptaci buněk na teplotní stres, dále 
při adaptaci na stres způsobený nízkým pH, nejspíše prostřednictvím zajištění 
efektivní činnosti protonových pump za účelem udržení stálého intracelulárního pH, 
a taktéž při odolnosti vůči ethanolovému stresu v kombinaci se zvýšenou teplotou. 
 Stresu způsobenému zvýšenou teplotou obecně lépe odolávaly bakterie rodu 
Cupriavidus, lépe však PHA produkující kmen C. necator H16. Z toho lze usuzovat, 
že akumulace PHA v biomase může mít za následek zvýšenou odolnost buněk vůči 
teplotnímu stresu. Při porovnání odolnosti vůči teplotnímu stresu v závislosti na 
obsahu PHA v biomase hrál důležitou roli rozdílný fyziologický stav srovnávaných 
bakteriálních kultur zapříčiněný povahou kultivačního media. Nejvhodnější je proto 
porovnávat stejné bakterie lišící se pouze ve schopnosti akumulace PHA, jako 
v případě PHB produkující bakterie C. necator H16 a PHB neprodukující mutantní 
bakterie C. necator PHB
−
4. 
 
 
  
48 
 
6 SEZNAM POUŽITÝCH ZDROJŮ 
[1] MARLES-WRIGHT, J., R. J. LEWIS. Stress responses of bacteria. Current Opinion in 
Structural Biology. 2007, vol. 17, issue 6, s. 755-760. DOI: 10.1016/j.sbi.2007.08.004. 
Dostupné z:http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0959440X0700111X 
[2] FOSTER, P. L. Stress responses and genetic variation in bacteria. Mutation 
Research/Fundamental and Molecular Mechanisms of Mutagenesis. 2005, vol. 569, 1-
2, s. 3-11. DOI: 10.1016/j.mrfmmm.2004.07.017. Dostupné z: 
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0027510704003677 
[3] HRSTKA, M. Obecná biologie. 1. vyd. Brno: Vysoké učení technické v Brně, Fakulta 
chemická, 2005, 112 s. ISBN 80-214-3057-5. 
[4] TRIPATHI, L., Y. ZHANG a Z. LIN. Bacterial Sigma Factors as Targets for 
Engineered or Synthetic Transcriptional Control. Frontiers in Bioengineering and 
Biotechnology. 2014-09-03, vol. 2, s. -. DOI: 10.3389/fbioe.2014.00033. Dostupné z: 
http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fbioe.2014.00033/abstract 
[5] GRUBER, T. M. a C. A. GROSS. Multiple Sigma Subunits and the Partitioning of 
Bacterial Transcription Space. Annual Review of Microbiology. Berlin/Heidelberg: 
Springer-Verlag, 2003, vol. 57, issue 1, s. 441-466. DOI: 
10.1146/annurev.micro.57.030502.090913. Dostupné z: 
http://www.annualreviews.org/doi/abs/10.1146/annurev.micro.57.030502.090913 
[6] STORZ, G. a R. HENGGE. Bacterial stress responses. 2nd ed. Washington, DC: ASM 
Press, c2011, xv, 506 p. ISBN 15-558-1621-5. 
[7] ROSYPAL, S. Přehled biologie. 1. vyd. Praha: Scientia, 1994, s. 211-212. ISBN 80-
85827-32-8. 
[8] MOO-YOUNG, M., M. BUTLER. Comprehensive biotechnology. 2nd ed. Saint Louis, 
Mo.: Elsevier, 2011, s. 229-242. ISBN 9780080885049. 
[9] ROSSI, M., M. CIARAMELLA, R. CANNIO, F. M. PISANI, M. MORACCI a S. 
BARTOLUCCI. Extremophiles 2002. Journal of Bacteriology. 2003-07-01, vol. 185, 
issue 13, s. 3683-3689. DOI: 10.1128/JB.185.13.3683-3689.2003. Dostupné z: 
http://jb.asm.org/cgi/doi/10.1128/JB.185.13.3683-3689.2003 
[10] BAKTHISARAN, R., R. TANGIRALA a Ch. M. RAO. Small heat shock proteins: Role 
in cellular functions and pathology. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Proteins 
and Proteomics. 2015, vol. 1854, issue 4, s. 291-319. DOI: 
10.1016/j.bbapap.2014.12.019. Dostupné z: 
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1570963914003355  
[11] LI, Z. a P. SRIVASTAVA. Heat-Shock Proteins. Current Protocols in Immunology. 
Hoboken, NJ, USA: John Wiley, 2001. DOI: 10.1002/0471142735.ima01ts58. 
Dostupné z: http://doi.wiley.com/10.1002/0471142735.ima01ts58 
[12] DE MAIO, A. Heat shock proteins: facts, thoughts, and dreams. Shock. 1999, vol. 11, 
issue 1, s. 1-12. Dostupné z: 
http://journals.lww.com/shockjournal/Abstract/1999/01000/HEAT_SHOCK_PROTEIN
S__FACTS,_THOUGHTS,_AND_DREAMS_.1.aspx 
49 
 
[13] SURIYAMONGKOL, P., R. WESELAKE, S. NARINE, M. MOLONEY a S. SHAH. 
Biotechnological approaches for the production of polyhydroxyalkanoates in 
microorganisms and plants. Biotechnology Advances. 2007, vol. 25, issue 2, s. 148-175. 
DOI: 10.1016/j.biotechadv.2006.11.007. Dostupné z: 
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0734975006001443 
[14] SUDESH, K., H. ABE, Y. DOI a Ch. ZHANG. Synthesis, structure and properties of 
polyhydroxyalkanoates: biological polyesters. Progress in Polymer Science. 2000, vol. 
25, issue 10, s. 1-24. DOI: 10.1002/9783527656950.ch1. 
[15] YOSHIE, N. a Y. INOUE. Biopolymers: Properties and Chemical Synthesis. 
Weinheim: Wiley-VCH, 2002, s. 133-156. ISBN 3-527-30219-0. 
[16] MERRICK, J. M. Biopolymers: Polyesters I: Biological Systems and Biotechnological 
Production. Weinheim: Wiley-VCH, 2002, s. 105-122. ISBN 3-527-30224-7. 
[17] REDDY, C.S.K, R GHAI, RASHMI a V.C KALIA. Polyhydroxyalkanoates: an 
overview. Bioresource Technology. 2003, vol. 87, issue 2, s. 137-146. DOI: 
10.1016/s0960-8524(02)00212-2. 
[18] REHM, B. H. A. Genetics and Biochemistry of Polyhydroxyalkanoate Granule Self-
assembly: The Key Role of Polyester Synthases. Biotechnology Letters. 2006, vol. 28, 
issue 4, s. 207-213. DOI: 10.1007/s10529-005-5521-4. Dostupné 
z: http://link.springer.com/10.1007/s10529-005-5521-4 
[19] GRAGE, K., A. C. JAHNS, N. PARLANE, R. PALANISAMY, I. A. RASIAH, J. A. 
ATWOOD a B. H. A. REHM. Bacterial Polyhydroxyalkanoate Granules: Biogenesis, 
Structure, and Potential Use as Nano-/Micro-Beads in Biotechnological and Biomedical 
Applications. Biomacromolecules. 2009-04-13, vol. 10, issue 4, s. 660-669. DOI: 
10.1021/bm801394s. Dostupné z: http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/bm801394s 
[20] TAGUCHI, K., S. TAGUCHI, K. SUDESH, A. MAEHARA, T. TSUGE a Y. 
DOI. Biopolymers: Polyesters I: Biological Systems and Biotechnological Production. 
Weinheim: Wiley-VCH, 2002, s. 217-248. ISBN 3-527-30224-7. 
[21] MENDEZ-VILAS, A. Current research, technology and education topics in applied 
microbiology and microbial biotechnology. Badajoz, Spain: Formatex Research Center, 
2010, s. 1395-1404. ISBN 9788461461950. 
[22] AYUB, N. D., M. J. PETTINARI, B. S. MÉNDEZ a N. I. LÓPEZ. The 
polyhydroxyalkanoate genes of a stress resistant Antarctic Pseudomonas are situated 
within a genomic island. Plasmid. 2007, vol. 58, issue 3, s. 240-248. DOI: 
10.1016/j.plasmid.2007.05.003. Dostupné z: 
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0147619X07000741 
[23] AYUB, N. D., P. M. TRIBELLI a N. I. LÓPEZ. Polyhydroxyalkanoates are essential 
for maintenance of redox state in the Antarctic bacterium Pseudomonas sp. 14-3 during 
low temperature adaptation. Extremophiles. 2009, vol. 13, issue 1, s. 59-66. DOI: 
10.1007/s00792-008-0197-z. Dostupné z: http://link.springer.com/10.1007/s00792-008-
0197-z 
 
50 
 
[24] ZHAO, Y. H., H. M. LI, L. F. QIN, H. H. WANG a G.-Q. CHEN. Disruption of the 
polyhydroxyalkanoate synthase gene in Aeromonas hydrophila reduces its survival 
ability under stress conditions. FEMS Microbiology Letters. 2007, vol. 276, issue 1, s. 
34-41. DOI: 10.1111/j.1574-6968.2007.00904.x. Dostupné z: 
http://femsle.oxfordjournals.org/cgi/doi/10.1111/j.1574-6968.2007.00904.x 
[25] SARDESAI, N. a Ch. R. BABU. Poly-β-Hydroxybutyrate Metabolism Is Affected by 
Changes in Respiratory Enzymatic Activities Due to Cold Stress in Two Psychrotrophic 
Strains of Rhizobium. Current Microbiology. 2001, vol. 42, issue 1, s. 53-58. DOI: 
10.1007/s002840010178. 
[26] FIŠAR, Z. Fluorescenční spektroskopie v neurovědách. Portál 1. lékařské fakulty 
Karlovy Univerzity v Praze [online]. 2009, 22.2.2009 [cit. 2015-12-16]. 
[27] NOVÁK, J., G. BASAŘOVÁ, J. FIALA a P. DOSTÁLEK. Průtoková cytometrie ve 
výzkumu kvasinek Saccharomyces cerevisiae a její aplikace v praxi. Chemické listy. 
2008, č. 102, s. 183-187. ISSN 1213-7103. Dostupné z: http://www.chemicke-
listy.cz/docs/full/2008_03_183-187.pdf 
[28] BRANSKÁ, B., M. LINHOVÁ, P. PATÁKOVÁ, L. PAULOVÁ a K. MELZOCH. 
Stanovení viability mikroorganismů pomocí fluorescenční analýzy. Chemické listy. 
2011, č. 105, s. 586-593. ISSN 1213-7103. Dostupné z: http://www.chemicke-
listy.cz/docs/full/2011_08_586-593.pdf 
[29] RAHMAN, M. Introduction to Flow Cytometry. SERETOC. Kidlington, 2005. 
Dostupné z: http://static.abdserotec.com/uploads/Flow-Cytometry.pdf 
[30] SHAPIRO, H. M. Practical flow cytometry. 4th ed. New York: Wiley-Liss, c2003, l, 
681 p. ISBN 04-714-1125-6. 
[31] EREMKA, L. Produkce mcl-PHA pomocí vybraných bakterií. Brno: Vysoké učení 
technické v Brně, Fakulta chemická, 2011. 42 s. Vedoucí bakalářské práce 
prof. RNDr. Ivana Márová, CSc.. 
[32] TABATABAIE, F. a A. MORTAZAVI. Studying the Effects of Heat and Cold Shock 
on Cell wall Microstructure and Survival of Some LAB in Milk. World Applied 
Sciences Journal. 2008, vol. 4, issue 2, s. 191-194. 
[33] BEALES, N. Adaptation of Microorganisms to Cold Temperatures, Weak Acid 
Preservatives, Low pH, and Osmotic Stress: A Review. Comprehensive Reviews in 
Food Science and Food Safety. 2004, vol. 3, issue 1, s. 1-20. DOI: 10.1111/j.1541-
4337.2004.tb00057.x Dostupné také z: http://doi.wiley.com/10.1111/j.1541-
4337.2004.tb00057.x 
[34] INGRAM, L. O., B. F. DICKENS a T. M. BUTTKE. Reversible Effects of Ethanol on 
E. coli. Advances in Experimental Medicine and Biology. 1980, vol. 126. DOI: 
10.1007/978-1-4684-3632-7_24. ISBN 10.1007/978-1-4684-3632-7_24. Dostupné také 
z: http://link.springer.com/10.1007/978-1-4684-3632-7_24 
  
51 
 
7 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 
PHA    polyhydroxyalkanoáty 
DNA    deoxyribonukleová kyselina 
RNA    ribonukleová kyselina 
CoA    koenzym A 
mRNA   mediátorová ribonukleová kyselina 
PHB    poly(3-hydroxybutyrát) 
3HB    3-hydroxybutyrát 
3HV    3-hydroxyvalerát 
NB    Nutrient Broth medium 
MM    minerální medium 
PM    produkční medium 
FID    plamenově ionizační detektor 
ISTD    interní standard 
PI     propidium jodid 
EtOH   ethanol 
 
 
 
